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(PCO) ter regeneracijo leče, smo raziskali in opredelili medcelično Ca2+ signalizacijo 
v človeških LECs ob lokalni mehanski stimulaciji. Uporabili smo sveže postoperativne 
lečne ovojnice (LCs), pridobljene pri operaciji sive mrene. Sprednje LECs smo lokalno 
mehansko stimulirali s stekleno mikropipeto, kar je povzročilo dvig znotrajcelične 
koncentracije kalcija ([Ca2+]i). Ob natančnem sledenju prostorsko-časovnim 
spremembam [Ca2+]i smo ugotovili, da se Ca
2+ signal širi radialno od točke stimulacije 
in da se amplitude povečanja [Ca2+]i zmanjšujejo z večanjem razdalje od mesta 
stimulacije. Pri analizi značilnosti Ca2+ signalov glede na stopnjo katarakte smo 
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tako v znotrajceličnem vidiku Ca2+ signalizacije kakor tudi na ravni medcelične 
komunikacije. Za spremljanje funkcionalnih lastnosti LECs, ki so pomembne za PCO 
in regeneracijo leče, smo iz postoperativnih LCs vzgojili primarne lečne kulture. Z 
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AB Calcium (Ca2+) signalling disturbances in lens epithelial cells (LECs) are one of the 
key factors involved in cataract formation. We decided to explore and identify 
intercellular Ca2+ signalization in human LECs upon local mechanic stimulation, to 
understand better the role of intercellular communication and its connection to 
cataractogenesis and posterior capsule opacification (PCO) development as well as 
lens regeneration. We used fresh postoperative lens capsules (LCs) obtained during 
cataract surgery. We mechanically stimulated anterior LECs with glass micropipette, 
which induced an increase in intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i). By following 
the spatio-temporal changes in [Ca2+]i we discovered that Ca
2+ signal spreads radially 
from stimulation point and that the amplitude of Ca2+ transients decreases with 
increasing distance from stimulation. When we analysed signalling characteristics with 
respect to degree of cataract progression, we discovered that in LCs from more 
developed cataracts the Ca2+ wave propagates faster, the amplitudes of Ca2+ signals 
are lower, whereas their durations are longer. On contrary, no significant differences 
were observed when comparing LCs with regard to the type of the cataract. From this 
we can conclude that cataractogenesis is associated with changes in intracellular 
signalization of Ca2+, as well as with changes in intercellular communication. 
Moreover, we grew ex vivo cultures of the LC explants to follow functional properties 
of LECs, which are important for studying PCO and lens regeneration. With local 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
αSMA α-gladki mišični aktin (ang. α-smooth muscle actin) 
ACh acetilholin 
AM acetoksimetilni ester (barvila fura-2) 
ATP adenozin trifosfat 
BMI-1 B-celični specifični virus mišje levkemije 
C kortikalna katarakta 
[Ca2+]i  znotrajcelična koncentracija kalcija 
CCD hlajena kamera za snemanje 
CICRs Ca2+-inducirano sproščanje Ca2+ (ang. Ca2+-induced Ca2+ release) 
Cx protein koneksin (ang. connexin) 
DAG diacilglicerol 
DMSO dimetil sulfoksid – topilo 
DMEM Dulbecco's modificirani Eagle's medij 
ECM ekstracelularni matriks 
EGF epidermalni rastni faktor 
EMT prehod epitela v mezenhim (ang. epithelial mesenchymal transition) 
ER endoplazmatski retikulum 
FGF fibroblastni rastni faktor 
FGS fetalni goveji serum 
Fz Frizzled receptorji 
GFAP intermediarni filament (ang. glial fibrillary acidic protein) 
GPCR z G-proteinom povezani receptorji 
GSH glutation 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina – pufer 
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IGF inzulinu podoben rastni faktor 
IOL intraokularna leča 
IP3 inozitol trifosfat 
IP3R IP3 receptorji              
kDa kilodalton 
LC lečna ovojnica (ang. lens capsule) 
LECs lečne epitelne celice 
M1-M3 muskarinski receptorji podtip 1 in 3 
N nuklearna katarakta 
NCX Na+/Ca2+ črpalka (ang. Na+/Ca2+ exchanger) 
PCO zamotnitev zadnje lečne ovojnice (ang. posterior capsule opacification) 
PIP2 fosfatidil inozitol 4,5-difosfat 
PLC encim fosfolipaza C 
PMCA membranska Ca2+-ATPaza (ang. plasma membrane Ca2+-ATPase) 
PSC posteriorna subkapsularna katarakta 
ROIs regions of interest 
RP pigmentna retinopatija (ang. retinis pigmentosa) 
RTK receptorske tirozin kinaze  
RYRs rianodinski receptorji 
SE standard error – standardna napaka 
SEM vrstični elektronski mikroskop (ang. scanning electron microscop) 
SERCA sarkoendoplazmatksa Ca2+-ATPaza (ang. sarcoendoplasmic reticulum Ca2+-
ATPase) 
SOCE dvig kalcija reguliran s strani kalcijevih shramb (ang. store operated calcium 
entry) 
TGFβ transformirajoči faktor rasti β  
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Oko je najpomembnejše človeško čutilo, saj nam omogoča sprejemanje največje količine 
podatkov iz okolice. Za njegovo optimalno delovanje je izrednega pomena zdravje leče, preko 
katere se od roženice usmeri slika na mrežnico. Sposobnost očesne leče, da izostri sliko na 
mrežnico, je rezultat njene edinstvene celične sestave in fiziologije, ki zmanjša razpršenost 
svetlobe in izboljša optične lastnosti leče (Donaldson in sod., 2001). Očesno lečo sestavljajo 
ovojnica, skorja in jedro, kot je označeno na Sliki 1. Lečna ovojnica ‒ LC (ang. lens capsule) 
je tanka bazalna membrana, sestavljena večinoma iz kolagena, ki popolnoma ovija lečo. Tako 
je leča zaščitena pred bakterijskimi in virusnimi okužbami, saj je izolirana od drugih očesnih 
tkiv (Danysh in Duncan, 2009).  
 
Pod sprednjo LC se nahaja lečni epitel, ki je prva fizikalna in biološka pregrada v leči. Lečne 
epitelne celice (v nadaljevanju LECs) imajo za epitel tipično kubično obliko in so tesno 
stisnjene v monosloj. Z bazalno površino ležijo na bazalni lamini, z apikalno površino pa so 
v stiku z apikalnim delom spodnjih lečnih vlaken. Lečnega epitela na zadnji strani LC ni, zato 
so sprednje LECs izredno pomembne za komunikacijo in transport snovi med očesno tekočino 
in lamelnimi celicami, kar je nujno za ohranjanje transparentnosti leče. V skorjo leče (Slika 
1) se neprestano nalagajo nova vlakna, ki nastajajoiz lečnega epitela (Bhat, 2001). Najstarejše 
LECs se na ekvatorialnih predelih leče postopoma diferencirajo v lamelne celice, ki 
sestavljajo osrednji del leče ‒ jedro (Slika 1). Lamelne celice so brez jedra in drugih celičnih 
organelov, tako da samostojnega metabolizma niso sposobne (Gupta in sod., 2004). Prav 
sistematična urejenost in sestava lamelnih celic (kristalini) ter majhni medcelični prostori med 
njimi omogočajo transparentnost leče (Vrensen, 2009). 
 
Slika 1: Shematski prikaz strukture leče 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Kalcij (v nadaljevanju Ca2+) je univerzalni celični sporočevalec in splošni indikator delovanja 
celic. LECs so edina komponenta leče, ki ima znotrajcelične zaloge Ca2+, kot so 
endoplazmatski retikulum (v nadaljevanju ER) in mitohondriji, tako da imajo zelo pomembno 
vlogo pri regulaciji koncentracij Ca2+ v leči (Gupta in sod., 2004). Spremenjena znotrajcelična 
koncentracija Ca2+ (v nadaljevanju [Ca2+]i) in posledično porušeno ravnovesje Ca
2+ v LECs 
privede do razvoja motnosti leče (Churchill in sod., 2001).  
Za koordinacijo in sinhronizacijo celičnih procesov je bistvenega pomena medcelična 
komunikacija. V leči se ta odvija preko presledkovnih stikov, ki omogočajo prehajanje 
celičnih sporočevalcev, kot je Ca2+ (DeRosa in sod., 2009). Vsaka napaka, ki se pojavi na tej 
poti, poruši celoten sistem medcelične komunikacije v leči (Gao in sod., 2018). Pomembno 
vprašanje pri raziskavah LECs je spreminjanje tako znotraj- kot med-celične Ca2+ 
signalizacije v LECs in njen učinek na nastanek sive mrene (Gosak in sod,. 2015; Rhodes in 
Sanderson, 2009; Churchill in sod., 2001). Široko uporabno orodje za proučevanje medcelične 
komunikacije pa je mehanska stimulacija. S to metodo namreč povzročimo znotrajcelični dvig 
Ca2+, ki se širi na okoliške celice.  
 
LECs so prav tako pomembne za razumevanje razvoja zamotnitve zadnje LC (ang. posterior 
capsule opacification ‒ PCO). Ta se običajno razvije zaradi širjenja in migracij LECs, ki 
ostanejo na LC po operaciji sive mrene, in je glavni vzrok za sekundarno poslabšanje vidne 
funkcije (Wormstone in Eldred, 2016). Za prihodnost so zelo obetavni najnovejši rezultati 
raziskav, ki kažejo na pomembnost LECs pri regeneraciji leče (Lin in sod., 2016). 
 
Da bi bolje razumeli vlogo medcelične komunikacije, povezane s sivo mreno in nastajanjem 
PCO ter regeneracijo leče, je pomembno, da raziščemo in opredelimo medcelično Ca2+ 
signalizacijo v človeških LECs ob lokalni mehanski stimulaciji. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Uporabili bomo človeške postoperativne LCs, pridobljene od pacientov z različnimi vrstami 
in stopnjami sive mrene. Spreminjanje Ca2+ ravnovesja v LECs, ki so povezane z različnimi 
vrstami in stopnjami sive mrene, vplivajo na Ca2+ signalizacijo ob lokalni mehanski 
stimulaciji. V prejšnji raziskavi (Gosak in sod., 2015) so pokazali, da se Ca2+ signalizacija v 
LECs ob dodatku acetilholina (ACh) razlikuje med različnimi stopnjami katarakte, ne pa tudi 
vrstami. Pri lokalni mehanski stimulaciji pričakujemo tudi razlike v Ca2+ signalizaciji v LECs 
med različnimi stopnjami katarakte.  
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Postoperativne LCs bomo uporabili za vzgojo primarnih lečnih kultur iz človeških sprednjih 
LECs. Prav tako je pričakovati, da bodo imele gojene konfluentne LECs drugačen odziv 
celičnega omrežja na lokalno mehansko stimulacijo, kar odraža razlike v medcelični 




Po mehanski stimulaciji bomo proučevali širjenje valov Ca2+ in povezanost med celicami. Na 
postoperativnih preparatih (Andjelic in sod., 2010, 2015a) bomo po mehanski stimulaciji 
spremljali spreminjanje ravnovesja Ca2+ v LECs v odvisnosti od vrste in stopnje sive mrene. 
Na ex vivo gojenih sprednjih LECs (Andjelic in sod., 2014b, 2015b) bomo po mehanskem 
dražljaju spremljali znotraj- in med-celično Ca2+ komunikacijo tako konfluetnih kot 
nekonfluetnih LECs. Vse to bomo v nadaljevanju primerjali z naravo širjenja signala v 
postoperativnih preparatih. Pričakujemo, da nam bodo te analize omogočile nove vpoglede v 
vlogo Ca2+ signalizacije lečnega epitela, povezanega z regeneracijo leče in razvojem PCO. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 OČESNA LEČA 
Očesna leča je neožiljen organ, ki tako kot v mnogih drugih vretenčarskih vrstah več desetletij 
samostojno vzdržuje transparentnost in visok lomni količnik, ki sta nujna za izostritev slike 
na mrežnico (Slingsby in Wistow, 2014). Leča raste in se spreminja skozi celotno človeško 
življenje, saj se LECs neprestano delijo vzdolž ekvatorja leče in diferencirajo v lamelne celice. 
Proces diferenciacije vključuje izgubo vseh organelov, spremembe v metabolizmu, 
spremembe membranskih proteinov, povečanje deleža topnih proteinov in povečanje 
prostornine celic na račun njihovega raztezanja (Churchill in sod., 2001).  
V lamelnih celicah leče prevladujejo topni citoplazemski proteini ‒ kristalini z visokim 
lomnim količnikom. Vsebnost kristalinov je najvišja v središču jedra in upada proti zunanjosti 
jedra. Prav ta radialni gradient v koncentraciji povzroči tudi gradient lomnih količnikov, kar 
omogoča odpravo sferične aberacije (Donaldson in sod., 2001). Človeško lečo sestavljata dve 
družini kristalinov: α-kristalini in β/γ-kristalini. α-kristalini so majhni proteini toplotnega 
šoka, ki imajo šaperonsko vlogo, tako da stabilizirajo s stresom inducirano nepravilno zvijanje 
proteinov in preprečijo njihov toksičen vpliv na celico (Slingsby in Wistow, 2014). β/γ-
kristalini veljajo za najbolj stabilne proteine (Hejtmancik in sod., 2015). 
2.1.1 Lečni epitel in LECs 
Lečni epitel, ki se nahaja samo na sprednji strani leče, je metabolno najbolj aktiven del, ki 
vzdržuje njeno fiziološko zdravje (Andjelic in sod., 2015a). Je primarno mesto aktivnega 
prenosa snovi, predvsem hranil in ionov, ki so ključni za vzdrževanje bistrosti leče (Delamere 
in Tamiya, 2009). Lečni epitel je zgrajen iz LECs, ki so vidne na Sliki 2. V LECs se nahajajo 
encimi in antioksidanti, ki ščitijo lečni epitel pred poškodbami. Lečni epitel je odgovoren za 
rast leče, diferenciacijo lamelnih celic in sintezo proteinov (Andjelic in sod., 2011b; Michael 
in Bron, 2011).  
Lečni epitel leži na bazalni lamini in za razliko od drugih epitelov ni obrnjen proti lumnu ali 
zunanji površini, ampak se LECs z apikalnim delom dotikajo apikalne površine sosednjih 
lamelnih celic, kar močno poveča celično signalizacijo znotraj leče. LECs so med seboj 
povezane predvsem s tesnimi in presledkovnimi stiki, zgrajenimi iz E- in N-kadherina. Poleg 
tega lečni epitel vsebuje veliko intermediarnega filamenta vimentina in drugih filamentov, kot 
je GFAP (ang. glial fibrillary acidic protein), nestin, citokeratin-8 idr. (Martinez in de Iongh, 
2010). Na vimentin se med drugim vežejo tudi α-kristalini (Maddala in Rao, 2005). 
Intermediarni filamenti in ostali celični povezovalni proteini so nujni za oblikovanje 
citoskeleta in ustvarjanje novih stikov med celicami (Yap in sod., 2007). Vsi ti stiki so 
ključnega pomena za vzdrževanje povezav in signalizacije med LECs, kar vpliva na celično 
strukturo in transkripcijo genov ter druge celične odzive, kot sta proliferacija in diferenciacija 
(Martinez in de Iongh, 2010; Yap in sod., 2007).  
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LECs se med seboj razlikujejo po obliki in mitotski aktivnosti. Sprednje LECs so bolj 
ploščate, tako da predstavljajo ~3cm2 celične membrane na 1 cm2 površine leče (Gao in sod., 
2000). V zreli leči so te celice v fazi G0 (Griep in Zhang, 2004), kar pomeni, da se ne delijo. 
Večina LECs med sprednjim delom leče in ekvatorjem je kubične oblike. To je germinativna 
cona, v kateri se celice aktivno delijo. Na ekvatorju so celice močno podolgovate in 
predstavljajo 36 cm2 celične membrane na 1 cm2 površine leče. Te celice imajo nizko mitotsko 
aktivnost in začnejo izražati gene za diferenciacijo v vlakna ter kasneje v lamelne celice 
(Mathias in sod., 2010; Gao in sod., 2000).  
 
Slika 2: Izbrani del človeške sprednje LC z LECs obarvanimi s furo-2 (40-kratna povečava) 
Področje dobrih LECs je označeno z rdečo puščico, področje slabih LECs pa s črno puščico. A) del človeške 
sprednje LC slikan pod belo svetlobo, B) isti del človeške sprednje LC slikan pod 360 nm ekscitacijskim 
filtrom. Merilec: 50 µm. 
 
2.2 KATARAKTOGENEZA 
S pojmom kataraktogeneza opišemo proces nastanka katarakte ali sive mrene. Siva mrena je 
definirana kot motnost očesne leče. Svetlobi je tako onemogočen nemoten prehod do očesnega 
ozadja, ki ga bolnik zazna kot poslabšanje vida. Na nastanek katarakte lahko vpliva več 
dejavnikov, kot je staranje, poškodba oči, genska nagnjenost, sladkorna bolezen, oksidativni 
stres, izpostavljenost UV-žarkom, uporaba zdravil in druge očesne bolezni. Prirojena ali 
kongenitalna katarakta je redka in se pojavi ob rojstvu ali v zgodnjem otroštvu ter je eden 
najpogostejših vzrokov motenj vida in slepote pri otrocih po vsem svetu. Približno 50 % vseh 
primerov kongenitalne katarakte ima genetski vzrok ali se pojavi zaradi infekcij, npr. z rubello 
(Andjelic in Hawlina, 2012; Deng in Yuan, 2014; Yu in sod., 2017). 
Zaradi globalnega staranja prebivalstva je starostna katarakta postala vodilni vzrok slepote v 
svetu (Yu in sod., 2017). Človeška leča je jasna od otroštva vse do 45. leta starosti, ko se 
začnejo razvijati prve progresivne motnosti. Te motnosti so vsaj delno posledica večletnih 
okoljskih poškodb celic in proteinov leče (Shiels in Hejtmancik, 2007). Do sedaj so bili 
opisani vsaj trije ključni mehanizmi nastanka sive mrene:  
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1) oksidativni stres in z njim povezana izguba glutationa (GSH) (Vinson J. A., 2006),  
2) modifikacija in degradacija glavnih lečnih proteinov ‒ kristalinov,  
3) spremenjena signalizacija in funkcija lečnih epitelnih celic (Martinez in de Iongh, 2010). 
 
Ločimo tri osnovne tipe starostne katarakte: nuklearna, kortikalna in posteriorna 
subkapsularna katarakta (ang. posterior subcapsular cataract ‒ PSC), ki se različno pojavljajo 
v različnih delih sveta in med različnimi etničnimi skupinami. PSC je najmanj pogosta oblika 
starostne katarakte (Sasaki in sod., 2004). Vse tri oblike so prikazane na Sliki 3. Med pacienti 
prevladujeta kortikalna in nuklearna katarakta, s tem da ima veliko pacientov razvito več kot 
eno obliko. Zelo pogosta je kombinirana kortikalno-nuklearna katarakta. Poleg tega je vsaka 





Slika 3: Primerjava treh vrst starostne katarakte 
A: Shematski prikaz strukture leče in mesto pojava nepravilnosti pri 
vsaki vrsti katarakte; fotografije posnete z biomikroskopom B: 
Nuklearne, C: Kortikalne in D: PSC katarakte (Liu in sod., 2017). 
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Nuklearna (jedrna) katarakta ima trdo, neprosojno in rjavkasto jedro leče. Jedro leče je 
zgrajeno iz kristalinov, ki so bili sintetizirani pred rojstvom, in kljub dejstvu, da so izredno 
stabilni, je stalna prisotnost antioksidantov nujna, da ti ostanejo topni in posledično leča 
transparentna (Truscott R.J., 2003). Skozi leta so lečni proteini podvrženi različnim okoljskim 
spremembam (UV-žarki); ob prisotnosti oksidativnega, osmotskega in drugih stresov je 
proces zamotnitve leče samo hitrejši (Andjelic in Hawlina, 2012; Yu in sod., 2017).  
Kortikalna katarakta je običajno klinasto oblikovana z začetkom v skorji, ki se širi proti sredini 
leče (Liu in sod., 2017). Prve mutacije, ki so jih odkrili pri ljudeh in ki so povezane s starostno 
kortikalno katarkto, so identificirali v EPH2A ‒ genu, ki kodira transmembransko tirozin 
kinazo (Shiels in sod., 2008). Zheng in sod. (2012) so na in vivo poskusih na miših pokazali, 
da je vpliv izpostavljenosti UV-žarkom povezan tudi s starostjo. V lečah starejših miši so 
namreč opazili tvorbo kortikalne katarakte, poleg tega je bilo zaznati tudi večji padec GSH v 
primerjavi z lečami mlajših miši. Prav tako je bilo ugotovljeno, da se po izpostavljenosti UV-
žarkom poveča ekspresija p53 in kaspaze 3. p53 je tumor zaviralni gen in je hkrati eden izmed 
najpogosteje proučevanih genov pri raziskavah apoptoze, saj preprečuje proliferacijo različnih 
vrst celic, tudi LECs, in njihovo celično smrt. Celično smrt inducirano s strani p53 izvajajo 
kaspaze, ki cepijo različne proteinske substrate. Apoptoza celic, ki jo povzroča UV-sevanje, 
je tako verjetno povezana s povečanim izražanjem p53 (Ayala in sod., 2007; Kim in Koh, 
2011).  
 
Poleg prirojenih in starostnih katarakt poznamo tudi sekundarne katarakte. Te se razvijejo 
zaradi določenih očesnih ali telesnih bolezni. Pigmentna retinopatija (ang. retinis pigmentosa 
‒ RP) in uveitis sta očesni bolezni, ki ob njunem poslabšanju lahko vodita do razvoja 
katarakte. RP je progresivna distrofija mrežnice, genetsko gre za heterogeno skupino dednih 
motenj mrežnice, ki se kažejo v deformaciji fotoreceptrojev (paličic in čepkov) ali 
pigmentnega epitela mrežnice, ki lahko vodijo v izgubo vida in sčasoma nepopravljivo 
slepoto. Pri različnih oblikah uveitisa je razvoj katarakte eden glavnih zapletov, ki je rezultat 
kroničnega vnetja in posledično zdravljenja s kortikosteroidi. Dokazano je, da sta tudi diabetes 
in homocistinurija potencialna povzročitelja katarakte pri posameznikih z enim od navedenih 
bolezenskih stanj (Pollreisz in Schmidt-Erfurth, 2010; Andjelic in Hawlina, 2012). 
Stranski učinki nekaterih zdravil lahko povzročijo neželene reakcije ter tako s svojim lokalnim 
ali sistemskim delovanjem sprožijo zamotnitev leče. Kortikosteroidi so povezani s katarakto, 
kajti njihova dolgoročna uporaba povzroči razvoj PSC. Prav tako dolgotrajna uporaba 
antipsihotikov v velikih dozah poveča možnost nastanka katarakte. Na razvoj katarakte 
vplivajo tudi hormoni, med katerimi najbolj izstopa ženski hormon estrogen. To je razvidno 
tudi iz dejstva, da je katarakta pogostejša pri starejših ženskah kot starejših moških, kajti 
menopavza povzroča izrazit upad estrogena (Dynlacht in sod., 2008; Andjelic in Hawlina, 
2012). 
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2.3 KALCIJEVA SIGNALIZACIJA 
Za optimalno delovanje celic je izrednega pomena medcelična komunikacija. Ca2+ je 
univerzalni sporočevalec, ki koordinira in sinhronizira bistvene celične procese. [Ca2+]i v 
LECs je zelo močno regulirana in njegova koncentracija v citoplazmi je veliko nižja kot zunaj 
celice. Prav to omogoča njegovo vlogo signalne molekule in preprečitev toksičnega vpliva 
visokih koncentracij Ca2+. Številni raziskovalci so izmerili [Ca2+]i v prekatni vodici človeških 
oči, ki znaša okoli 1.34 mM, medtem ko znaša [Ca2+]i LECs okoli 100 nM. Zanimivo je 
dejstvo, da so tako velik koncentracijski gradient med obema koncentracijama izmerili tudi 
pri nekaterih živalih (pri zajcu, ovci, kravi, prašiču ...). Vse te meritve predstavljajo meritve 
prostega Ca2+, ki uravnava celične procese in je aktivno nadzorovan. V očesni leči je veliko 
Ca2+ vezanega ali skladiščenega, zato so vrednosti meritev, ki so bile opravljene z atomsko 
absorpcijsko spektrofotometrijo, višje. Ta tehnika namreč omogoča merjenje tako vezanega 
kot tudi prostega Ca2+ v celici (Rhodes in Sanderson, 2009). Nekateri znanstveniki poročajo 
o medceličnih strukturah v govejih lečnih celicah, ki se nahajajo med lamelnimi celicami 
skorje in shranjujejo Ca2+ (Dahm in Prescott, 2003). 
Očesna leča je neoživčena in neožiljena, zato medcelično komunikacijo omogoča obsežno 
omrežje presledkovnih stikov (ang. gap junctions) (Berthoud in Beyer, 2009). To je 
neposredna povezava med sosednjima celicama, zgrajena iz dveh koneksonov, ki se stikata in 
tvorita kanalček za prehod snovi. Konekson se oblikuje z oligomerizacijo šestih proteinov 
koneksinov ‒ Cx (ang. connexins) (Leybaert in Sanderson, 2012). Presledkovni stiki so 
prepustni za ione in molekule, velike do 1 kDa (IP3 in druge sporočevalce), vključno z 
antioksidanti (Berthoud in Beyer, 2009). Ugotovljeno je, da sta v lečnem epitelu sesalcev 
prisotni dve vrsti koneksinov, in sicer Cx50 (DeRosa in sod., 2009) in Cx43 (Musil in sod., 
1990). Tudi uravnavanje Ca2+ poteka preko teh kanalčkov (Churcill in sod., 2001).  
2.3.1 Ravnovesje in signalizacija kalcija v LECs 
Lečni epitel je podvržen visokemu koncentracijskemu gradientu, zaradi katerega Ca2+ 
neprestano vdira v lečo. LECs vzdržujejo ravnovesje z raznimi Ca2+-črpalkami, Ca2+-kanalčki 
in izmenjevalci, ki so nameščeni na celični membrani kot tudi na membrani ER-a in 
mitohondrijev. Dva glavna mehanizma za odstranjevanje odvečnega znotrajceličnega Ca2+, ki 
sta bila identificirana v LECs, sta prikazana na Sliki 4: 
1) Na+/Ca2+ črpalka (ang. Na+/Ca2+ exchanger: NCX) in 2) membranska Ca2+-ATPaza (ang. 
plasma membrane Ca2+-ATPase: PMCA). NCX je zelo učinkovit sistem za vzdrževanje 
ravnovesja Ca2+ z nizko afiniteto, ki s pomočjo elektrokemijskega gradienta Na+ in ATP-ja, 
črpa Ca2+ iz celice (trije Na+ za en Ca2+). Membranska transportna črpalka PMCA je visoko 
afinitetna črpalka, ki uspešno prenaša Ca2+ proti njegovemu elektrokemijskemu gradientu, ob 
tem pa uporablja energijo, pridobljeno iz hidrolize ATP-ja. Glavni regulator PMCA je 
kalmodulin, ki ob vezavi Ca2+ nanj, sproži iztok Ca2+ iz celice (Rhodes in Sanderson, 2009). 
ER-u vzdrževanje ravnovesja Ca2+ omogoča SERCA (ang. sarcoendoplasmic reticulum Ca2+-
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ATPase), preko katere se odvečni Ca2+ skladišči kot znotrajcelična zaloga Ca2+ v ER. SERCA 
je visokotlačna črpalka, ki za svoje delovanje tako kot PMCA uporablja energijo, pridobljeno 
iz hidrolize ATP-ja. Odgovorna je za prenašanje Ca2+ iz citosola v ER in je bistvenega pomena 
za vzdrževanje nizkih koncentracij Ca2+. 
Uniporterji na mitohondrijski membrani, ki jih poganja mitohondrijski membranski potencial, 
prenašajo odvečni Ca2+ v matriks mitohondrija. Mehanizmi, ki vodijo do povečanja [Ca2+]i, 
bodisi z vdorom zunajceličnega Ca2+, bodisi s sprostitvijo znotrajceličnih zalog, so regulirani 
zelo tesno (Rhodes in Sanderson, 2009; Gupta in sod., 2004). 
 
Slika 4: Shema vzdrževanja ravnovesja Ca2+ in njegova signalizacija znotraj LECs (Rhodes in Sanderson, 
2009) 
 
Ca2+ kot sekundarni sporočevalec sodeluje pri številnih celičnih procesih, vključno z 
izražanjem genov, proliferacijo in celično smrtjo. UV-žarki in drugi okoljski dejavniki 
poškodujejo celično membrano in tako omogočijo vdor Ca2+ v LECs. Prevelik dotok Ca2+ v 
celico ali motnja, ki poruši znotrajcelično ravnovesje, ima citotoksičen vpliv na LECs, kar 
povzroči apoptozo (Orennius in sod., 2003). Proliferacija celic je organizirana preko različnih 
proteinov, katerih delovanje je odvisno od znotrajcelične signalizacije Ca2+ (Pinto in sod., 
2015). 
 
Ca2+ v citosolu se v celicah poviša na dva načina, in sicer ali s sproščanjem Ca2+ iz 
znotrajceličnih zalog ali povečanjem prepustnosti celične membrane za zunajcelični Ca2+. 
Signalizacijo Ca2+ sproži aktivacija receptorjev na površini LECs. Dva tipa membranskih 
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receptorjev sta odgovorna za zaznavo zunajceličnega signala in njegovo posredovanje v 
notranjost celice, kar povzroči sproščanje Ca2+ iz znotrajceličnih zalog. Ta dva tipa sta:  
a) z G-proteinom povezani receptorji (ang. G-protein coupled receptors: GPCR),  
b) receptorske tirozin kinaze (RTK) (Rhodes in Sanderson, 2009). 
 
Zunanji ali notranji dražljaj sproži vezavo agonista na receptorje in tako aktivira encim 
fosfolipazo C (PLC), ki je odgovoren za hidrolizo fosfatidil inozitola 4,5-difosfata (PIP2) na 
inozitol trifosfat (IP3) in diacilglicerol (DAG). IP3 difundira preko membrane ER-a, v kateri 
se nahajajo zaloge Ca2+. Ob aktivaciji IP3 receptorjev (IP3R) se odprejo kanalčki in sprostijo 
Ca2+ v citoplazmo, kjer [Ca2+]i hitro naraste na približno 1 µM. Hitrost sproščanja se povečuje 
tudi na račun s Ca2+-inducirano sproščanje Ca2+ (ang. Ca2+-induced Ca2+ release: CICR). 
Lokalno povečanje [Ca2+]i poleg IP3R aktivira še rianodinske receptorje (ang. ryanodine 
receptors: RYRs) na membrani ER-a. Zmanjšanje zalog Ca2+ iz ER-a po IP3R poti in aktivacija 
RYRs odpreta SOCE signalno pot v celični membrani. SOCE (ang. store operated calcium 
entry) ima dvojno vlogo: omogoča ponovno polnjenje Ca2+ v ER in podaljša trajanje 
povišanega Ca2+. Za mnoge celične procese je ključnega pomena prav to dolgo trajajoče 
povišanje [Ca2+]i. Po koncu signala je ravnovesje Ca
2+ v celici ponovno vzpostavljeno z 
delovanjem NCX, PMCA in SERCA črpalk. NCX in PMCA črpalki prečrpata odvečni Ca2+ 
iz citosola celic, medtem ko SERCA črpalka prenese odvečni Ca2+ iz citosola v ER, kjer se 
skladiščijo njegove znotrajcelične zaloge (Rhodes in Sanderson, 2009).  
 
2.3.2 Vloga kalcija pri razvoju katarakte 
Izguba ravnovesja Ca2+ v leči je eden izmed ključnih dejavnikov pri razvoju katarakte ne glede 
na njen tip. LECs so namreč edina komponenta leče, ki ima znotrajcelične zaloge Ca2+, kot 
sta ER in mitohondriji (Gupta in sod., 2004). Vezava Ca2+ v leči s katarakto je specifična in 
drugačna kot v zdravi leči. V zdravi leči je večina Ca2+ vezanega na lipidne molekule lipidnega 
dvosloja med lamelnimi celicami, medtem ko je Ca2+ v leči s katarakto močno vezan na v vodi 
netopne proteine (Gupta in sod., 2004). Ugotovili so tudi, da je [Ca2+]i lamelnih celic kot tudi 
od Ca2+-odvisne proteaze kalpain II, povišana že pred razvojem motnosti v leči, kar nakazuje 
na to, da je povišana [Ca2+]i povezana z razvojem katarakte (Churchill in sod., 1996; 
Hightower in sod., 1987). Ob povišanju [Ca2+]i je kalpain II preveč aktiven in spreminja lečne 
topne proteine v vodi v netopne, kar onemogoči njihovo funkcijo in se tako poruši vzdrževanje 
transparentnosti leče (Biswas in sod., 2005).  
Sanderson je s sodelavci (2000) dokazal, da povišana [Ca2+]i sproži razvoj kortikalne katarakte 
v človeški leči. Gupta in sod. (2004) pa so s svojimi rezultati potrdili, da je [Ca2+]i v LECs ne 
glede na vrsto katarakte nekajkrat višja v primerjavi s [Ca2+]i v LECs zdrave leče. Merili so 
[Ca2+]i osrednjega dela lečnega epitela leč, pridobljenih od pacientov z nuklearno (trinajst), 
kortikalno (pet) in PSC (sedem) katarakto, v katerih ni bilo opaziti velike spremembe v 
koncentraciji med dvema najbolj pogostima vrstama katarakte: nuklearno in kortikalno. 
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Povečana [Ca2+]i v LECs sproži aktivacijo od Ca
2+-odvisnih encimov, nepopravljivo škodo 
strukturnih proteinov in celično smrt, kar vpliva na razvoj katarakte.  
Pomembno vprašanje, ki se nam poraja pri raziskavah LECs, je spreminjanje tako znotraj- kot 
med-celične Ca2+ signalizacije v LECs in njen učinek  na nastanek sive mrene. Tudi Gosak in 
sod. (2015) so proučevali znotraj- in med-celično Ca2+ signalizacijo na človeških sprednjih 
LECs ob dodatku ACh. ACh je agonist, ki se veže na muskarinske receptorje M1 v leči in 
sproži dvig [Ca2+]i (Collison in sod., 2000; Rhodes in Sanderson, 2009). Zanimala jih je 
predvsem razlika v Ca2+ signalizaciji med različnima vrstama (C – kortikalna in N – 
nuklerana) ter stopnjama katarakte (blago: C&N in zmerno do hudo razvito: C2-4&N2-4). 
Značilne razlike med obema vrstama ni bilo opaziti kljub veliki variabilnosti v signalizaciji 
znotraj posamezne vrste katarakte. Poleg tega so primerjali Ca2+ signalizacijo med različnima 
stopnjama katarakte ne glede na vrsto. Ponovno niso ugotovili značilnih razlik v signalizaciji 
na nivoju posameznih LECs. Po drugi strani pa so prišli do pomembne ugotovitve, saj je bilo 
opaziti razliko v signalizaciji na večcelični ravni, in sicer da je medcelična signalizacija med 
LECs slabše organizirana pri bolj razvitih kataraktah. Tudi funkcionalnost medceličnih 
povezav je bila v tem primeru manjša kot pri blago razviti katarakti. 
 
2.3.3 Mehanska stimulacija in širjenje valov kalcija med LECs 
Za optimalno delovanje organa oz. tkiva je nujna usklajena aktivnost celične populacije, ki ga 
sestavlja. Da bi to dosegle, morajo celice med seboj uspešno komunicirati. Medcelični signali 
se pogosto prenašajo v obliki Ca2+ valov. Signal se začne s porastom [Ca2+]i, ki se prenaša 
med celicami v obliki vala in se pogosto širi radialno navzven iz stimulirane celice. Hitrost in 
velikost medceličnega Ca2+ vala je odvisna od narave in moči začetnega dražljaja ter 
mehanizma prenosa signala. Takšen način medcelične komunikacije so zasledili v različnih 
vrstah celic, kot so npr. živčne, kostne, endotelne, epitelne idr. (Leybaert in Sanderson, 2012).  
Znano je, da mehanska stimulacija povzroči hitro povečanje [Ca2+]i, ki se v obliki vala širi od 
mehansko stimulirane celice do sosednjih celic, tako da se mehanska stimulacija posameznih 
celic lahko uporabi za preučevanje širjenja signalov in medcelične komunikacije med celicami 
(Abu Khamidakh in sod., 2013). Z mikropipeto ustvarimo mehanski pritisk na celično 
membrano LEC, kar aktivira proizvodnjo inozitol trifosfata (IP3). Ta sproži zgoraj opisano 
kaskado prenosa signala in posledično [Ca2+]i naraste (Leybaert in Sanderson, 2012).  
Na primarnih celičnih kulturah ovčjih lečnih epitelnih celic je dokazano, da mehanski dražljaj 
sproži medcelično Ca2+ signalizacijo (Churchill in sod., 1996). Pokazali so, da dvig Ca2+ ni 
istočasen v vseh izbranih celicah, ampak se spreminja s časovnim zamikom, kar pomeni, da 
signal potuje. Abu Khamidakh in sod. (2013) so v svoji raziskavi mehansko stimulirali 
človeške retinalne pigmentne epitelne celice iz celične linije ARPE-19 in proučevali širjenje 
Ca2+ signala. Za razliko od Churcilla in sodelavcev, so mehansko stimulirali vsako posamezno 
celico v odsotnosti zunajceličnega Ca2+, da bi preučili vpliv zunajcelične koncentracije Ca2+ 
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na porast [Ca2+]i. Od mesta mehanske stimulacije se je Ca
2+ val širil tudi po celicah, ki so bile 
stimulirane v mediju brez zunajceličnega Ca2+. Zanimiva je ugotovitev, da je v tem primeru 
povečanje [Ca2+]i v prvih treh plasteh sosednjih celic bilo nekoliko nižje v primerjavi s 
kontrolo. Se pravi, da zunajcelična koncentracija Ca2+ pripomore k širjenju [Ca2+]i od 
mehansko stimulirane celice na njene sosede.  
Isti raziskovalci so proučevali tudi povezanost celic in vpliv povezanosti na njihovo 
medsebojno komunikacijo. V posameznem skupku konfluetnih celic iz celične linije ARPE-
19, se je Ca2+ val iz mehansko stimulirane celice prenesel na vse ostale celice v skupku. V 
kratkem času po tem je bilo zaznati povečanje fluorescentnosti barvila fura-2 tudi v celicah, 
ki niso bile fizično povezane s skupkom, kjer se je nahajala mehansko stimulirana celica. 
Odstotek odzivnih celic v skupkih nekonfluetnih celic je bil nekajkrat manjši (Abu 
Khamidakh in sod., 2013). Pri proučevanju signalizacije med LECs iz lečnih kultur smo se 
podobno spraševali tudi mi, pri čimer smo za mehansko stimulacijo prav tako izbirali med 




Slika 5: Izbrano področje nekonfluentno rastočih LECs iz lečne kulture (10-kratna povečava) tik pred mehansko 
sitmulacijo, obarvanih s furo-2 
A: LECs + steklena mikropipeta, slikana pod belo svetlobo, B: Isto področje LECs slikanih pod eksitacijskim 
filtrom 360 nm, kjer je lepo vidna celična morfologija. Merilec: 100 µm. 
 
 
Raziskovalci z Očesne klinike v Ljubljani so ugotovili, da lahko pride do krčenja LECs po 
nespecifični stimulaciji, ki je vsaj deloma neodvisna od sprememb v [Ca2+]i. Mehanski dražljaj 
lahko sproži krčenje celic, njihov odziv je hiter in se po koncu dražljaja vrnejo v prvotno stanje 
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2.4 RAZVOJ ZAMOTNITVE ZADNJE LEČNE OVOJNICE (PCO) 
Operacija sive mrene je najpogostejša očesna operacija in ena najvarnejših, pri kateri redko 
pride do zapletov. Toda način operacije – ultrazvočna fakoemulzifikacija – kasneje velikokrat 
privede do razvoja zamotnitve zadnje LC ali PCO (ang. posterior capsule opafication), kar 
pacient zazna kot ponovno poslabšanje vida (Nibourg in sod., 2015). Gre za fibrozo, ki jo 
sproži vnetje zaradi poškodbe tkiva v kombinaciji z reakcijo telesa na tujek, tj. vstavljeno 
umetno lečo (ang. intraocular lens – IOL) (Eldred in sod., 2011). Pri pacientih se pojavlja z 
20–50 % v dobi 2–5 let po operaciji (Awasthi in sod., 2009). 
PCO se razvije zaradi proliferacije, migracije in diferenciacije LECs, ki po operaciji ostanejo 
na sprednji LC. Očesni kirurg skupaj z lečnim jedrom in skorjo skuša odstraniti čim več LECs, 
a nekaj jih vedno ostane znotraj kapsularne vrečke (Nibourg in sod., 2015). Dawes in sod. 
(2013) so ugotovili, da je stopnja proliferacije LECs najvišja 3–4 dni po operaciji in da je 
odvisna od starosti pacienta, saj so mlajši bolniki bolj dovzetni za razvoj PCO. Natančen 
mehanizem, ki sproži proliferacijo LECs, ni popolnoma jasen, je pa najverjetneje povezan z 
izmenjavo ekstracelularnega matriksa (ECM) in rastnih faktorjev kot odgovor na vnetje 
(Eldred in sod., 2011). 
 
LECs, ki ostanejo na sprednji LC, začnejo migrirati po notranji strani LC proti njenemu 
zadnjemu delu. Hkrati posegajo na površino intraokularne leče kot tudi na zunanjo površino 
sprednje LC, kot je prikazano na Sliki 6. Na koncu migrirajo do zadnje LC, kjer teh celic 
drugače ni, se tu delijo in diferencirajo ter prekrijejo njeno notranjo stran. Kasnejša 
sprememba matriksa in celična reorganizacija povzročita razpršenost svetlobe (Wormstone, 
2002). 
Slika 6: Shematski prikaz kapsularne vrečke 
A: Takoj po operaciji katarakte, B: Nekaj časa po operaciji, ko se LECs razrastejo po kapsularni vrečki in se 
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Za odpravo PCO je potrebna korekcijska laserska operacija, pri kateri se odstrani osrednji del 
zadnje LC in z njo povezane celice. To predstavlja finančni zalogaj tako za zdravstvo kot za 
bolnika, obenem lahko pride do zapletov, predvsem pri starejših ljudeh. Zato je pomembno, 
da se razume nastanek PCO in prepreči njegov razvoj (Wormstone in Eldred, 2016). V ta 
namen raziskujemo razmnoževanje lečnih epitelnih celic v lečnih kulturah, kjer je v primeru 
PCO pomembna preprečitev njihove rasti.  
2.4.1 Preprečitev rasti LECs 
Za preprečitev rasti LECs je ključnega pomena razumevanje mehanizma razvoja PCO na 
molekularni ravni. Pri tvorbi fibrozne oblike PCO LECs izgubijo svojo enovitost, ki se kaže 
v proliferaciji, migraciji in spremembi celične morfologije. Celice se preoblikujejo iz izvorno 
ektodermalne epitelne oblike v mezenhimatsko obliko. Gre za poseben biološki proces, t. i. 
prehod epitela v mezenhim (ang. epithelial mesenchymal transition – EMT) (Lovicu in sod., 
2016). Mezenhimatske celice imajo migracijske in invazivne sposobnosti. Posledica 
diferenciacije LECs v miofibroblaste je gubanje LC, kot je vidno na Sliki 6, saj ti vsebujejo 
veliko α-gladkega mišičnega aktina (ang. α-smooth muscle actin – αSMA), ki ima kontraktilne 
lastnosti. Ko se te gube tvorijo na vizualni osi, povzročijo poslabšanje vida (Nibourg in sod., 
2015). Iz tega razloga je za preprečitev razvoja PCO pomembno proučevanje zaviralnih 
mehanizmov prehoda epitela v mezenhim. 
EMT lahko sprožijo različne signalizacijske molekule, kot so epidermalni rastni faktor (EGF), 
fibroblastni rastni faktor (FGF), inzulinu podoben rastni faktor (IGF-II), hepatocitni rastni 
faktor (HGF) in Notch (Lovicu in sod., 2016). Najbolj znani sprožitelj EMT-ja tako v zdravem 
kot tudi v patološkem tkivu je transformirajoči faktor rasti β (ang. transforming growth factor 
β – TGFβ) (Zavadil in Bottinger, 2005). TGFβ je vpleten v regulacijo celične rasti in njihovo 
diferenciacijo, migracijo, adhezijo, organizacijo kot tudi proces staranja ter tvorbo 
zunajceličnega matriksa. V sesalcih so identificirali tri izoformne oblike TGFβ: TGFβ1, 
TGFβ2 in TGFβ3; vse tri se nahajajo tudi v očesni leči (de Iongh in sod., 2001).  
TGFβ deluje preko ERK/MAPK (mitogensko aktiviran protein kinaza) signalne poti, ki je 
izredno pomembna pri razvoju PCO. Neaktivna oblika TGFβ je normalno prisotna v prekatni 
vodici človeških oči (Eldred in sod., 2011). Odziv tkiva na poškodbo (pri operaciji katarakte) 
sproži aktivacijo TGFβ. Signalizacija TGFβ se nato sproži z vezavo TGFβ na dva tipa RTK 
na celici, kjer se tvori TGFβ-receptorski kompleks. Signal se s pomočjo fosforilacije prenese 
v celico, kjer se oblikuje Smad kompleks. Ta pa se prenese v jedro celice, kjer aktivira 
transkripcijo s TGFβ povezanimi geni. TGFβ tako sproži izražanje proteinov 
ekstracelularnega matriksa (ECM), kot so laminin, fibronektin, proteoglikani, kolagen I, 
kolagen III in intermediarnih filamentov: desmin, αSMA idr. (Nibourg in sod., 2015). 
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Saika in sod. (2004) so preko adenovirusa, v katerega so vstavili genski zapis za Smad7 
(ihibitor TGFβ/aktinin signalne poti), proučevali njegov vpliv na celjenje predhodno 
poškodovane mišje leče. Zanimal jih je predvsem vpliv Smad7 na prehod epitela v mezenhim 
(EMT). Opazili so, da se je v LECs kontrolne skupine, ki ni bila tretirana s Smad7, povečala 
ekspresija markerjev, značilnih za EMT. Lahko zaključimo, da prenos gena Smad7 v mišjo 
lečo prepreči razvoj EMT-ja, ki se običajno razvije kot posledica poškodbe. 
2.5 REGENERACIJA OČESNE LEČE 
Za zdravljenje sive mrene in z njo povezanimi operativnimi posegi so zelo obetavni rezultati 
najnovejše raziskave (Lin in sod., 2016), ki kažejo na pomembnost LECs pri obnovi in 
regeneraciji očesne leče. Lin in sodelavci so razvili novo kirurško metodo odstranjevanja sive 
mrene, s katero se ohrani večji del LECs, ki se nato razmnožujejo in oblikujejo funkcionalno 
lečo. Operacije z novo metodo so bile izvedene na kuncih, opicah makaki in otrocih s prirojeno 
sivo mreno. V vseh treh primerih so dosegli uspešne rezultate. 
Nov način operacije, izveden na otrocih s prirojeno sivo mreno, v primerjavi s sedanjim, pri 
katerem se naredi velika odprtina premera do 6 mm na sredini sprednje LC, omogoča 
minimalno invazivno poseganje v lečo. Na obodu leče se oblikuje odprtina premera, manjšega 
od 1,5 mm, v sprednji LC z namenom, da se v LC ohrani čim več LECs, iz katerih je mogoča 
obnova leče. S tem se precej zmanjša velikost rane in število odstranjenih LECs, hkrati pa se 
pomakne odprtina odstranjene LC iz osrednje vizualne osi k obodu. Na ta način je omogočena 
čista vidna os in ohranitev regenerativno sposobnih LECs. Za razliko od sedanje prakse pri 
novem načinu operacije sive mrene intraokularna leča ni vstaljena. Ta lahko izzove reakcijo 
telesa na tujek (Lin in sod., 2016).  
Vse to so pokazali z operacijami, opravljenimi na otrocih s prirojeno sivo mreno, pri katerih 
je dvanajst otrok (štiriindvajset oči) bilo operiranih z novo minimalno invazivno metodo (Lin 
in sod., 2016). Kontrolna skupina, ki je štela petindvajset otrok (50 oči), pa je bila operirana 
na standarden način. V prvi skupini so se poškodbe na sprednji LC zacelile v roku enega 
meseca. Tri mesece po operaciji se je oblikovala obnovljena prozorna struktura bikonveksne 
leče. Še pol leta po posegu niso zabeležili zapletov, kot je ali PCO ali neorganizirane obnove 
tkiva. Vse oči so pridobile vizualno funkcijo, ko se je kapsularna vrečka ponovno napolnila z 
obnovljeno lečo sorazmerno enake gostote. V kontrolni skupini pa se v nobenem od primerov 
poškodbe sprednje LC niso zacelile, tako da ni bilo opaziti niti regeneracije lečnega tkiva.  
Dejstvo, da LECs kažejo povečano sposobnost obnavljanja po poškodbi, nakazuje na možnost 
uporabe te minimalno invazivne metode in obnove leče, ne samo pri otrocih s kongenitalno 
sivo mreno, ampak tudi pri starejših bolnikih s starostno sivo mreno (Lin in sod., 2016). Glede 
na to da obstajajo razlike med prirojeno in starostno sivo mreno, bodo potrebne dodatne 
raziskave, ki bodo osvetlile to področje. Prav zato je pomembno raziskovanje razmnoževanja 
LECs v lečnih kulturah, kjer nas v povezavi z regeneracijo očesne leče zanimajo funkcionalne 
lastnosti in signalizacija Ca2+ LECs. 
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2.5.1 Spodbujanje rasti LECs 
Proučevanje mehanizmov, ki so vključeni v razmnoževanje LECs, je pomembno ne samo pri 
razvoju PCO, pri katerem je potrebna preprečitev njihove pretirane rasti, ampak tudi pri 
obnovi leče, pri kateri je treba spodbuditi njihovo rast. Pri tem so pomembni spodbujevalni 
mehanizmi diferenciacije LECs v lamelne celice, saj so te nujne za funkcionalno delovanje 
leče. 
Za ohranjanje čistosti vizualne poti je nujno vzdrževanje enovitosti LC in z njo povezanimi 
LECs, kar so Lin in sod. (2016) pokazali na poskusih regeneracije leče pri kuncih. Poleg tega 
so ugotovili, da je protein BMI-1, kodiran z genom BMI-1 (B-celični specifični virus mišje 
levkemije), potreben za vzdrževanje in obnovo endogenih LECs. Izguba tega proteina vodi v 
zmanjšanje zmogljivosti razmnoževanja LECs in razvoj sive mrene. 
Proces diferenciacije lamelnih celic pri obnovi leče sesalcev je zelo podoben njenemu 
embrionalnem razvoju, ki se začne s proliferacijo LECs vzdolž sprednje in zadnje LC, 
raztezanjem zadnjih LECs in nazadnje diferenciacijo v lamelne celice. Signalne molekule, ki 
regulirajo ta proces, so že zgoraj omenjeni FGF, IGF-I in TGFβ (Gwon A., 2006). Treba je 
poudariti, da s staranjem sposobnost celjenja leče pada, kar so Dawes in sod. (2013) pokazali 
na poskusih, izvedenih na celični liniji LECs: FHL124. Obenem so ugotovili, da je količina 
FGF, ki je potrebna za sprožitev diferenciacije celic, mnogo višja od tiste za sprožitev 
proliferacije. Z odkritjem tudi drugih signalnih molekul in zagotavljanjem njihove prisotnosti 
pri obnovi leče bi lahko pospešili samo obnovo ter pravilno oblikovanje leče (Gwon A., 2006). 
Lois in sod. (2010) so opazovali proces regeneracije leče pri podganah, potem ko so jim 
odstranili kapsularni del leče. Ohranili so sprednjo LC s sprednjimi LECs. Njihovi rezultati 
so pokazali, da se je popolna regeneracija leče pojavila osem tednov po operaciji, ampak samo 
z ohranitvijo sprednjega lečnega epitela in kirurško zaprto LC. Tekom regeneriranja leče so 
spremljali tudi električne tokove znotraj leče. Ti so se ponovno vzpostavili vzporedno z 
obnavljanjem lečnega tkiva. S svojim delom so potrdili koncept, da regeneracijo leče 
kontrolirajo električni tokovi in da bi jih bilo mogoče uporabiti za nadzor procesa regeneracije 
(predvsem njegovo pospešitev). 
Do sedaj o faktorjih, ki usklajujejo celoten mehanizem ureditve lamelnih celic v funkcionalno 
lečo, ni veliko znanega. Visoke koncentracije FGF in njegovih antagonistov so pomembne za 
vzdrževanje lastnosti lečnega epitela in njihovo diferenciacijo v lamelne celice. Eden izmed 
faktorjev, vključen v signalizacijo FGF, je Wnt/h-katenin signalna pot. Wnts in njegovi 
Frizzled (Fz) receptorji se nahajajo v sesalčjem lečnem epitelu. Skladnost Wnt-Fz 
signalizacije je pomembna v razvoju leče in pri vzdrževanju njene oblike (Lovicu in McAvoy, 
2005). To so raziskovalci podkrepili z nedavno raziskavo, v kateri so izpostavili vzajemno 
delovanje med Wnt/Frizzled in Jagged/Notch signalnimi potmi. Prav interakcije med 
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epitelnimi in lamelnimi celicami so izrednega pomena za oblikovanje in vzdrževanje urejene 
tridimenzionalne strukture, ki je ključnega pomena za delovanje leče (Lovicu in sod., 2016). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
LCs smo dobili neposredno po odstranitvi pri operaciji sive mrene (fakoemulzifikacija) na 
Očesni kliniki v Ljubljani. LCs se sicer pri tej operaciji običajno zavržejo. Raziskava je 
upoštevala načela Helsinške deklaracije in jo je odobrila Komija RS za medicinsko etiko. Vsi 
bolniki so pred operacijo podpisali soglasje, v katerem so se strinjali z uporabo materiala v 
raziskovalne namene. Vsi poskusi so bili izvedeni na raziskovalnem oddelku klinike v 
eksperimentalnem laboratoriju s souporabo citološkega in biokemijskega laboratorija. 
Laboratorijska oprema: računalnik za avtomatsko upravljanje mikroskopa, inverzni 
mikroskop (Axiovert S 100, Carl Zeiss ), hlajena CCD kamera za snemanje (PCO Imaging), 
menjalnik filtrov Lambda LS 10-2, inkubator (Innova CO – 48, Newbrunswick scientific), 
lupa (Leica ZOOM 2000), »micropippet puller« P-97 (Sutter Instrument Co.), pH-meter, 
tehtnica, laminarij, hladilniki, zamrzovalnik, »lira« in ostali laboratorijski pribor. 
Programska oprema: WinFluor V3.1.8 (32 bit) in V3.8.7 (32 bit), Image J, PhotoShop, 
OriginLab, SigmaPlot, Microsoft Office. 
 
3.2 METODE DELA 
Za preučevanje vloge človeškega lečnega epitela smo uporabili sprednje LCs, pridobljene pri 
operaciji sive mrene ter lečne celične kulture. Uporabili smo LCs bolnikov obeh spolov, starih 
med 35. in 82. letom (povprečje 70 let). Zaradi različne vidljivosti leče je bila tretjina 
uporabljenih LCs med operacijo obarvanih z barvilom gentiana violet. Uporaba tega ni imela 
vpliva na izvedbo oz. rezultate nadaljnjih poskusov (Andjelić in sod., 2014a). 
3.2.1 Priprava postoperativnih lečnih ovojnic 
Med operacijo je posamezna LC bila prestavljena v 1,5 ml mikrocentrifugirko napolnjeno z 
enim ml sveže pripravljene fiziološke raztopine. Njen pH smo predhodno uravnali na pH-
metru na 7,24 z NaOH oz. HEPES. Fiziološko raztopino smo uporabljali še za spiranje 
obarvanih LCs in kot medij med snemanjem poskusov. 
 
Preglednica 1: Biokemijska sestava fiziološke raztopine 
Spojina NaCl KCl MgCl2 NaH2PO4 NaHCO3 CaCl2 HEPES glukoza 
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Mikrocentrifugirke z LCs so bile prenesene iz operacijske sobe v laboratorij, kjer smo jih do 
uporabe shranili v laminariju na sobni temperaturi. Čas od operacije do začetka barvanja s 
furo-2 je bil različno dolg, in sicer od 50 min do 2,10 h (povprečje: 1,20 h). Tudi časi od 
operacije do začetka snemanja poskusa so bili različni: od 2,12 h do 5,30 h (povprečje: 3,07 
h). Poskusi so zaradi občutljivosti materiala bili izvedeni še isti dan. 
LC smo s pinceto rahlo prenesli v plastično petrijevko (premer: 3.5 cm) napolnjeno s tremi ml 
fiziološke raztopine. V petrijevko smo dodali dva µL membransko prepustnega 
fluorescentnega barvila fura-2-acetoksilmetilni ester (Fura-2 AM; Invitrogen-Molecular 
Probes, Carlsbad, CA, ZDA). Pred začetkom poskusov smo furo-2 razredčili v laminariju z 
dimetil sulfoksidom (DMSO). Ob dodatku barvila v petrijevko s fiziološko raztopino pa smo 
ga razredčili do končne koncentracije 2 µM. Fura-2 je specifično barvilo za Ca2+, saj se veže 
na prosti Ca2+ in ob tem fluorescira. Esteraze znotraj LECs cepijo stransko estrsko verigo 
barvila, zaradi česar to ostane ujeto v celicah (Rhodes in Sanderson, 2009). Barvanje je 
potekalo 30 minut v inkubatorju na 37 °C in 5 % CO2. Po končanem barvanju smo LC 2-krat 
sprali po sedem minut v fiziološki raztopini. Nato smo jo prestavili v petrijevko s steklenim 
dnom (Mattek Corp., Ashland, MA, ZDA; premer: 3.5 cm) napolnjeno s tremi ml fiziološke 
raztopine. Uporabili smo petrijevke s steklenim dnom, saj so zaradi optičnih lastnosti stekla 
primernejše za mikroskopiranje v primerjavi s plastičnimi petrijevkami. 
3.2.1.2 Snemanje poskusa 
Petrijevko s steklenim dnom smo prenesli pod lupo (Leica Zoom 2000), kjer smo z uporabo 
pincet LC planarno pozicionirali s t. i. »liro«. »Lira« je žička v obliki črke U, izdelana iz 
platinastega filamenta, na katerega so vzporedno pritrjene najlonske niti, kot prikazuje Slika 
7. Njena velikost je približno 1 cm x 1 cm. 
 
Slika 7: »Lira«  
»Lira«, velikosti 1 cm x 1cm: A, ki nam je omogočila planarno pozicioniranje postoperativne LC (4-kratna 
povečava): B. Merilec: 200 µm. 
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Planarno pozicioniranje konkavne LC je nujno potrebno zaradi optičnih lastnosti snemanja. 
Na ta način je LC obrnjena z bazalno membrano navzdol, kar omogoča izpostavitev epitelnih 
celic v raztopini in mehanski stimulaciji. Obenem smo tako onemogočili njeno nadaljnjo 
premikanje. Petrijevko smo nato prestavili pod invertni mikroskop Zeiss Axiovert S 10. Na 
mikromanipulator MP-285 (Sutter, Novato, CA, ZDA) na mikroskopu smo namestili stekleno 
mikropipeto (Slika 8). Ta je bila predhodno izdelana s potegom steklene kapilare (št. 
TW150F-3, World Precision Instruments, ZDA) na »micropippet puller«-ju (P-97, Sutter 
Instrument, CA, ZDA) s točno določenimi nastavitvami (Slika 9). Pred uporabo smo vrh 
steklene mikropipete toplotno spolirali (Micro-Forge, MF-200, World Precision Instruments, 
ZDA), dokler se ni zaokrožil. 
 
 
Slika 8: Mikroskopska mizica s petrijevko s steklenim dnom in stekleno mikropipeto za mehansko stimulacijo 
 
Po preparatu smo stekleno mikropipeto premikali s pomočjo mikromanipulatorja. Za 
snemanje smo uporabili 40× in 63× (z imerzijskim oljem) objektiva in hlajeno CCD kamero 
SensiCam (Slika 10). Za detekcijo in opazovanje obarvanih celic smo uporabili ekscitacijska 
filtra 360 nm in 380 nm nameščena na menjalnik filtrov Lambda LS 10-2. S prvim filtrom z 
ekscitacijo pri 360 nm smo opazovali celično morfologijo in spremembe v koncentraciji 
barvila, neodvisno od sprememb koncentracije Ca2+. Medtem smo z razmerjem 360/380 
sledili spremembam koncentracije Ca2+ v citoplazmi celic. 
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Slika 9: »Micropippet-puller« P-97 (Sutter Instrument Co., 2017)  
 
Spremljanje znotrajceličnih sprememb v koncentraciji Ca2+ je posledica različnih 
ekscitacijskih lastnosti barvila fura-2. Barvilo ima dva absorpcijska vrha (340 in 380 nm), 
izobestično točko pri 360 nm in en emisijski prag pri 510 nm. Absorpcija in fluorescenca se 
spreminjata v skladu z vezavo Ca2+: nizka [Ca2+]i – visoka absorpcija pri 380 nm, visoka 
[Ca2+]i – visoka absorpcija pri 340 nm, medtem ko absorpcija pri 360 nm od Ca
2+ ni odvisna. 
Prav te absorpcijske lastnosti barvila omogočajo snemanje v razmerju 360/380, kar znatno 
zmanjša učinek neenakomernega obarvanja celic, bledenja barve kot tudi težave pri merjenju 
[Ca2+]i v različno debelih celicah (Andjelić in sod., 2010). Zaradi občutljivosti fure-2 na 
svetlobo so bili vsi poskusi snemani v temi. Da je barvilo v celicah dobro fluoresciralo, so 
celice morale biti adherentne in nepoškodovane. Pred snemanjem smo tako poiskali primeren 
odsek LC za izvajanje mehanske stimulacije. Poskusi so bili računalniško vodeni v programu 
WinFluor V3.1.8 (32 bit; avtor: J. Dempster, University of Strathclyde, Glasgow, VB).  
 
Vsak poskus je trajal 112,5 sekund oz. 224 slik. Shranjevanje slik v programu je potekalo 
vsakih 500 ms, skupaj torej zajemanje z 1 Hz časovno ločljivostjo (izmenično 360 nm in 380 
nm snemanje). Po približno petnajstih sekundah smo z uporabo mikromanipulatorja s stekleno 
mikropipeto mehansko stimulirali epitelno(e) celico(e) na sredini vidnega polja. Prostorske 
spremembe v medcelični koncentraciji Ca2+ kot odgovor na mehanski dražljaj smo snemali v 
mehansko stimuliranih celicah in ostalih celicah v vidnem polju. 
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Slika 10: Inverzni mikroskop Axiovert S 100 s pripomočki za snemanje poskusa 
 
3.2.2 Lečne kulture 
Lečne celične kulture oz. ex vivo kulture eksplantov LCs smo vzgojili iz sprednjih LCs, 
pridobljenih pri operaciji sive mrene. Za nasaditev smo uporabili LCs bolnikov obeh spolov, 
starih med 57. in 91. letom (povprečje 71 let). 
3.2.2.1 Priprava in nasaditev lečnih ovojnic 
Tekom operacije je posamezna LC bila prestavljena v 1.5 ml mikrocentrifugirko napolnjeno 
z enim ml sveže pripravljene fiziološke raztopine. Po operaciji smo mikrocentrifugirke 
prenesli v laboratorij, kjer smo jih do uporabe shranili v laminariju na sobni temperaturi. 
Vsako LC smo vzgojili v svoji petrijevki s steklenim dnom (Mattek Corp., Ashland, MA, 
ZDA; premer: 3.5 cm). Pri nasaditvi LC je izredno pomembno, da se ta pritrdi na dno 
petrijevke, da bi epitelne celice lahko migrirale na steklo petrijevke. V ta namen je bila na 
Očesni kliniki razvita metoda za pritrjevanje eksplanta s pomočjo viskoelastika, kot je 
prikazano na Sliki 11 (Andjelic in sod., 2014b). 
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Slika 11: Metoda nasaditve LC s pomočjo viskolelastika (Andjelic in sod., 2014b) 
 
Posamezno LC smo s pinceto rahlo prenesli iz mikrocentrifugirke v petrijevko s steklenim 
dnom. Previdno smo jo nasadili na sredino stekla, tako da je bila konkavna stran z lečnimi 
epitelnimi celicami obrnjena navzgor. Takoj za tem smo s kapljico viskoelastika prekrili 
celotno površino LC. S tem smo omogočili izravnavo na steklo. Nato smo v petrijevko počasi 
dodali medij DMEM (D8437, Sigma-Aldrich, Ayrshire, VB), v kateri smo predhodno dodali 
10 % fetalni goveji serum – FGS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Avstrija) in 1 % 
antibiotik (penicilin–streptomicin; Sigma, No. 4333). Pri dodajanju medija smo morali paziti, 
da se ne dotaknemo viskoelastika. Nastavek mikropipete smo držali blizu površine petrijevke, 
a proč od LC. S tem smo omogočili nežno stikanje medija in viskoelastika ter minimalno 
premikanje LC. Dodali smo toliko medija, da smo prekrili dno celotne petrijevke, kar je 2–3 
mL. Tako pripravljene preparate smo prenesli v inkubator (Innova CO-48; New Brunswick 
Scientific, Edison, NY, ZDA) na 37 °C in 5 % CO2. V inkubatorju so petrijevke bile shranjene 
2–3 dni brez premikanja, da bi LC omogočili pritrditev na dno in nadaljnjo morebitno rast 
celic. Menjava medija (2-krat tedensko) je prav tako potekala previdno, dodajanje svežega 
medija pa počasi in enakomerno, z nastavkom mikropipete pri površini petrijevke, a na 
nasprotni strani LC. Viskoelastik se je sčasoma raztopil v mediju. 
Snemanje poskusov na LECs iz lečnih kultur je potekalo po istem protokolu, opisanem pod 
točkama 3.2.1.1 in 3.2.1.2., le da tu uporaba »lire« ni bila potrebna. LC se je namreč sčasoma 
pritrdila na podlago, rastoče LECs pa so se planarno širile po steklu (in plastiki) petrijevke. 
Mehansko smo stimulirali eno LEC oz. enih par LECs ali na LC ali med LECs rastočimi na 
steklu, pri tem pa izbirali med različnimi področji konfluetnih in nekonfluetnih LECs. 
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3.2.3 Obdelava podatkov 
Računalniške analize video posnetkov so bile narejene po koncu snemanja poskusov. V 
programu WinFluor V3.8.7 (32 bit, avtor: J. Dempster, University of Strathclyde, Glasgow, 
VB) smo naredili pregled posnetkov ter si za sprotni izris dinamike Ca2+ ročno izbrali 
posamezne celice, ki so nas zanimale. Prav tako smo izvozili serije slik v TIFF obliki kot tudi 
razmerje 360/380 za nadaljnje delo v programu ImageJ (US National Institutes of Health, 
Bethesda, MD). V ImageJ je zaradi praktičnih razlogov potekalo označevanje vseh celic – 
ROIs (ang. Regions Of Interest) v vidnem polju. 
3.2.3.1 Karakterizacija kalcijeve signalizacije 
Časovne spremembe posameznih ROIs, ki ponazarjajo dinamiko znotrajceličnega Ca2+, so 
bile analizirane z lastnimi skriptami, napisanimi v programu C/C++. Za oceno koncentracije 
[Ca2+]i v citoplazmi smo uporabili razmerje fluorescence 360/380 nm. Za karakterizacijo Ca
2+ 
signalizacije posamezne LEC smo definirali tri karakteristične čase, kot prikazuje spodnja 
Slika 12. Odzivni čas teh celic – it ,res predstavlja čas, pri katerem so se celice začele odzivati 
na mehansko stimulacijo. Čas, pri katerem je bila dosežena največja amplituda [Ca2+]i, je 
označen s itmax, . Kot zadnji, čas it ,half , predstavlja polovični čas padanja, torej čas, potreben za 
50 % padca razmerja 360/380 od največje vrednosti pred stimulacijo. Ti trije časi so bili 
uporabljeni za ovrednotenje [Ca2+]i signalnih karakteristik preko aktivacijskega časa – 
,i,i,i ttt resmaxact   in preko časa trajanja signala – ,i,i,i ttt reshalfdur  , podobno kot so uporabili 
v svoji raziskavi Gosak in sod. (2015).  
 
V naših analizah smo se osredotočili predvsem na značilnosti Ca2+ signalizacije glede na 
razdaljo od točke mehanske stimulacije. Izračunali smo povprečni odzivni čas, povprečni 
aktivacijski čas, povprečni čas trajanja signala in povprečno amplitudo vseh celic, ki so se 
nahajale znotraj krožnega kolobarja z danim polmerom. Razlika med večjim in manjšim 
polmerom kolobarja je bila vedno 25 µm. Na ta način smo izračunali karakteristike signalov 
za vse celice, ki so oddaljene:  
1) do 25 µm,  
2) od 25µm do 50 µm,  
3) od 50 µm do 75 µm itd., kot je ponazorjeno na Sliki 12. 
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Slika 12: Karakterizacija časovno-prostorske aktivnosti Ca2+ v LECs 
Leva slika predstavlja sliko lečnega epitela slikanega pod ekscitacijskim filtrom 360 nm. Rumene pike 
označujejo središča izbranih LECs (t. i. ROIs). Vijolični krogi predstavljajo koncentrične regije, vsaka od njih 
je 25 μm bolj oddaljena od mesta mehanske stimulacije, ki jo označuje črni križec. Na desni sliki sledimo 
časovnemu poteku sprememb [Ca2+]i (razmerje 360/380) v vseh LECs vidnega polja. Vertikalne črte in puščice 
označujejo ustrezne časovne parametre za posamezno LEC. Vertikalne črte označujejo odzivni čas – tres, čas 
dosežka maksimalne amplitude – tmax in polovični čas padanja – thalf. Puščici označujeta aktivacijski čas – Δtact 
in čas trajanja signala – Δtdur.  
 
3.2.3.2 Statistična analiza 
Standardni t-test smo uporabili za ugotavljanje statističnih razlik med dvema skupinama, ki 
sta se nanašali na različne stopnje katarakte, če so bili podatki normalno porazdeljeni. V 
primeru, da podatki niso bili normalno porazdeljeni, smo uporabili Mann-Whitneyjev test 
vsote rangov. Statistične razlike med (tremi) skupinami, ki se nanašajo na različne vrste 
katarakte, smo ocenili z uporabo enosmernega testa ANOVA. Če v teh treh skupinah ni bilo 
normalne porazdelitve, smo uporabili Kruskal-Wallin ANOVA test rangov. Vse analize smo 
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Sistematično smo analizirali znotraj- in med-celično signalizacijo Ca2+ po lokalni mehanski 
stimulaciji v sprednjih LECs, pri čemer smo primerjali značilnosti Ca2+ signalov glede na 
stopnjo katarakte in tudi glede na vrsto katarakte. 
4.1 POSTOPERATIVNE LEČNE OVOJNICE 
Rezultati za postoperativne LCs so narejeni na podlagi analize lokalne mehanske stimulacije, 
izvedene na dvanajstih LCs od različnih bolnikov, starih med 35. in 82. letom (povprečje 70 
let). Skupaj je bilo analiziranih sedemnajst poskusov lokalne mehanske stimulacije na LCs 
blago razvitih katarakt: stopnja 1−2 ter trinajst poskusov lokalne mehanske stimulacije na LCs 
močneje razvitih katarakt: stopnja 3−5. Tako je bilo analiziranih deset poskusov na LCs 
kortikalne katarakte, štirinajst poskusov na LCs nuklearne katarakte in šest poskusov na LCs 




Slika 14 prikazuje prostorsko-časovno shemo Ca2+ odziva v lečnem epitelu blago razvite 
kortikalne katarakte (C1) po lokalni mehanski stimulaciji. Najprej je prikazan lečni epitel iz 
sprednje LC, slikan pod 63-kratno povečavo z ekscitacijskim filtrom 360 nm. Postooperativne 
LCs oz. LECs na njih smo mehansko stimulirali z mikropipeto na sredini vidnega polja, kar 
označuje črni križec. Spremembe koncentracije Ca2+ v celicah smo spremljali z uporabo 
fluorescentnega barvila fura-2. Kot odgovor na mehansko stimulacijo vidimo prehodno 































Slika 13: Število analiziranih posnetkov lokalne mehanske stimulacije glede na tip in stopnjo katarakte 
Kratice: C = kortikalni tip, N = nuklearni tip, C + N= kortikalno-nuklerani tip katarakte. 
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stimulacije. Zaradi propagacije signala se bolj oddaljene celice odzovejo z zakasnitvijo. 
Opazimo, da se z razdaljo spremenijo tudi druge značilnosti znotrajceličnega Ca2+ signala, in 
sicer amplituda, trajanje in naklon povečanja Ca2+ signala. 
 
 
Slika 14: Prostorsko-časovna shema Ca2+ odziva v LECs blago razvite kortikalne katarakte (C1) po lokalni 
mehanski stimulaciji 
Zgornja leva slika prikazuje izbrane LECs oz. ROIs (ang. Regions Of Interest), ki označujejo posamezne 
LECs. Črni križec je mesto mehanske stimulacije. Časovne spremembe [Ca2+]i za štiri označene LECs so 
prikazane zgoraj desno, izbrana področja so označena z istimi barvami kot na grafu. Spodnje slike so 
predstavljene v razmerju 360/380 in prikazujejo dvig koncentracije Ca2+ v izbranih časih. Rdeča barva 




Za primerjavo smo mehansko stimulirali LECs na lečnem epitelu močneje razvite kortikalne 
katarakte (C3). Rezultat mehanske stimulacije je prikazan na Sliki 15. Dobili smo zelo 
podoben odziv kot pri blagi stopnji kortikalne katarakte (C1), saj se tudi tu signal širi radialno 
navzven od mesta stimulacije in tudi značilnosti Ca2+ signala se z razdaljo spreminjajo. Vidi 
se, da je trajanje signalov v LECs močneje razvitih katarakt daljše.  
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Slika 15: Prostorsko-časovna shema Ca2+ odziva v LECs močneje razvite kortikalne katarakte (C3) po lokalni 
mehanski stimulaciji 
Zgornja leva slika prikazuje izbrane LECs. Črni križec je mesto mehanske stimulacije. Časovne spremembe 
[Ca2+]i za štiri označene LECs so prikazane zgoraj desno, izbrana področja so označena z istimi barvami kot 
na grafu. Spodnje slike so predstavljene v razmerju 360/380 in prikazujejo dvig koncentracije Ca2+ v izbranih 
časih. Rdeča barva prikazuje najvišjo koncentracijo Ca2+, modra najnižjo, rumena in zelena pa vmesno 
vrednost. Merilec: 20 µm. 
 
Prav tako nas je zanimalo odzivanje LECs v LCs nuklearnega tipa katarakte. Sledili smo 
spremembam Ca2+ v LECs tako kot tudi v LCs kortikalnega tipa katarakte. V nadaljevanju sta 
prikazani prostorsko-časovni shemi Ca2+ odziva v lečnem epitelu blago razvite nuklearne 
katarakte (N1; Slika 16) in močneje razvite nuklearne katarakte (N3; Slika 17) po lokalni 
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Slika 16: Prostorsko-časovna shema Ca2+ odziva v LECs blago razvite nuklearne katarakte (N1) po lokalni 
mehanski stimulaciji 
Zgornja leva slika prikazuje izbrane LECs. Črni križec je mesto mehanske stimulacije. Časovne spremembe 
[Ca2+]i za štiri označene LECs so prikazane zgoraj desno, izbrana področja so označena z istimi barvami kot 
na grafu. Spodnje slike so predstavljene v razmerju 360/380 in prikazujejo dvig koncentracije Ca2+ v izbranih 
časih. Rdeča barva prikazuje najvišjo koncentracijo Ca2+, modra najnižjo, rumena in zelena pa vmesno 
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Slika 17: Prostorsko-časovna shema Ca2+ odziva v LECs močneje razvite nuklearne katarakte (N3) po 
lokalni mehanski stimulaciji 
Zgornja leva slika prikazuje izbrane LECs. Črni križec je mesto mehanske stimulacije. Časovne 
spremembe [Ca2+]i za štiri označene LECs so prikazane zgoraj desno, izbrana področja so označena z 
istimi barvami kot na grafu. Spodnje slike so predstavljene v razmerju 360/380 in prikazujejo dvig 
koncentracije Ca2+ v izbranih časih. Rdeča barva prikazuje najvišjo koncentracijo Ca2+, modra najnižjo, 
rumena in zelena pa vmesno vrednost. Merilce: 20 µm. 
 
V obeh primerih nuklearne katarakte lahko opazimo, da se kot odgovor na mehansko 
stimulacijo v označenih LECs zgodi prehodno povečanje Ca2+, ki se širi radialno navzven od 
mesta vboda. Posledično se zaradi tega bolj oddaljene celice odzovejo z zakasnitvijo. Obenem 
se z razdaljo spremenijo tudi amplituda, trajanje in naklon povečanja Ca2+ signala tako kot pri 
LCs s kortikalno katarakto. 
 
Na podlagi vizualnega vrednotenja ocene rezultatov na Slikah 14–17, lahko zaključimo, da je 
hitrost širjenja signala večja v primeru bolj razvite katarakte. Poleg tega je pri bolj razvitih 
kataraktah trajanje povečanja Ca2+ daljše, njihova relativna amplituda pa nižja. Vse to se je 
pokazalo tako pri LECs kortikalnih kakor tudi nuklearnih katarakt.  
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Za natančnejšo predstavitev prostorsko-časovnega Ca2+ odziva smo sestavili barvno kodirane 
vrednosti signalizacijskih parametrov za vsako posamezno LC, ki je bila uporabljena v zgoraj 
pokazani analizi. V nadaljevanju sta prikazani barvni sliki za blago razvito kortikalno 
katarakto (C1; Slika 18) in za močneje razvito kortikalno katarakto (C3; Slika 19). Slika 18 
se navezuje na Sliko 14 in Slika 19 na Sliko 15. Vsaka barvna pika predstavlja posamezno 
LEC oz. njeno središče na lečnem epitelu, medtem ko barva označuje vrednost danega 
parametra: čas odziva tres, aktivacijski čas Δtact, trajanje signala Δtdur in relativna amplituda. 
Vrednost posameznega parametra določa barvna skala poleg vsake slike. 
 
 
Slika 18: Vizualizacija časovno-prostorske aktivnosti LECs na LC blago razvite kortikalne katarakte (C1) 
Barvne pike predstavljajo središče LECs in so barvno kodirane v skladu z: A) odzivnim časom tres, B) 
aktivacijskim časom Δtact, C) trajanjem signala Δtdur, D) relativno amplitudo Ca2+ signala. Modra barva 
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Slika 19: Vizualizacija časovno-prostorske aktivnosti LECs na LC močneje razvite kortikalne katarakte (C3) 
Barvne pike predstavljajo središče LECs in so barvno kodirane v skladu z: A) odzivnim časom tres, B) 
aktivacijskim časom Δtact, C) trajanjem signala Δtdur, D) relativno amplitudo Ca2+ signala. Modra barva 
predstavlja najnižjo vrednost, rdeča barva pa najvišjo, kot prikazujejo skale na desni. Merilec: 20 µm. 
 
 
Po pričakovanju se v obeh primerih čas odziva povečuje z oddaljenostjo od mesta stimulacije, 
zamiki pa so pogojeni s hitrostjo Ca2+ vala. Samo širjenje signala je hitrejše v LC močneje 
razvite katarakte (Sliki 18A in 19A). Po drugi strani pa se pri obeh vrstah LCs z večanjem 
razdalje od mesta stimulacije zmanjšuje relativna amplituda. Relativne amplitude odzivov 
Ca2+ so v splošnem višje v LC blago razvite katarakte (Sliki 18D in 19D). V LC blago razvite 
katarakte posebnega vzorca sprememb v aktivacijskem času Δtact (Slika 18B) ni zaznati kot 
tudi ne v trajanju signala Δtdur (Slika 18C). Nasprotno pa se v LC močneje razvite katarakte 
pojavlja tendenca, da celice v bližini mesta stimulacije kažejo počasnejše odzive Ca2+. To je 
razvidno iz počasnega dviga in spusta Ca2+,  čeprav lahko opazimo tudi nekaj celic s počasnim 
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Barvno kodirane vrednosti prostorsko-časovnega Ca2+ odziva smo sestavili tudi za nuklearni 
tip katarakte. Na spodnjih slikah je prikazan odziv v LC blago razvite nuklearne katarakte 
(N1; Slika 20) in v LC močneje razvite nuklearne katarakte (N3; Slika 21). Slika 20 se 
navezuje na Sliko 16 in Slika 21 na Sliko 17. Vsaka barvna pika, enako kot pri zgornjih dveh 
primerih, predstavlja središče posamezne LEC na lečnem epitelu, kjer barva označuje 
vrednost danega parametra. 
 
 
Slika 20: Vizualizacija časovno-prostorske aktivnosti LECs na LC blago razvite nuklearne katarakte (N1) 
Barvne pike predstavljajo središče LECs in so barvno kodirane v skladu z: A) odzivnim časom tres, B) 
aktivacijskim časom Δtact, C) trajanjem signala Δtdur, D) relativno amplitudo Ca2+ signala. Modra barva 
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Slika 21: Vizualizacija časovno-prostorske aktivnosti LECs na LC močneje razvite nuklearne katarakte (N3) 
Barvne pike predstavljajo središče LECs in so barvno kodirane v skladu z: A) odzivnim časom tres, B) 
aktivacijskim časom Δtact, C) trajanjem signala Δtdur, D) relativno amplitudo Ca2+ signala. Modra barva 
predstavlja najnižjo vrednost, rdeča barva pa najvišjo, kot prikazujejo skale na desni. Merilec: 20 µm. 
 
 
Tudi za LCs nuklearnih katarakt se v obeh primerih čas odziva povečuje z oddaljenostjo od 
mesta stimulacije, zamiki pa so prav tako kot v LCs kortikalnih katarakt odvisni od hitrosti 
Ca2+ vala. Če primerjamo Sliki 20A in 21A, opazimo, da je širjenje signala hitrejše v LC 
močneje razvite katarakte. Nasprotno pa se pri obeh stopnjah LCs (N1 in N3) s povečanjem 
razdalje od mesta stimulacije zmanjšuje relativna amplituda (Sliki 20D in 21D). V obeh 
primerih je zaznati podoben vzorec sprememb v aktivacijskem času Δtact (Sliki 20B in 21B). 
V LC blago razvite in tudi močneje razvite nuklearne katarakte opazimo, da se pojavlja 
tendenca daljšega trajanja Ca2+ signala v celicah v bližini mesta stimulacije (Sliki 20C in 21C). 
Toda pri močneje razviti katarakti lahko opazimo tudi nekaj celic s počasno dinamiko Ca2+ 
tudi daleč od središča tako kot pri kortikalni katarakti. 
V nadaljevanju bomo sistematično analizirali značilnosti Ca2+ signalov različnih LCs, pri 
čemer bomo posamezne LCs razvrstili v dve skupini glede na stopnjo katarakte. Primerjali 
bomo značilnosti Ca2+ signalov v odvisnosti od razdalje od mesta stimulacije, in sicer med 
LCs blago razvitih katarakt (skupaj sedemnajst analiziranih posnetkov) in LCs močneje 
razvitih katarakt (skupaj trinajst analiziranih posnetkov). Rezultati posameznega parametra 
temeljijo na povprečnih vrednostih odzivov LECs iz različnih LCs v danem intervalu razdalje, 
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kot smo opisali v metodah 3.2.3.1 Karakterizacija kalcijeve signalizacije (Slika 12). Na Sliki 
22 je tako prikazan rezultat primerjave Ca2+ signalizacije v odvisnosti od razdalje od mesta 
stimulacije med dvema različnima stopnjama katarakte.  
 
 
Slika 22: Kvantifikacija Ca2+ signalizacije v LECs v LCs v odvisnosti od razdalje od mesta lokalne mehanske 
stimulacije, ločeno glede na stopnjo katarakte 
Prikazani so: A) povprečni odzivni časi tres, B) povprečni aktivacijski časi Δtact, C) povprečno trajanje signala 
Δtdur, D) povprečna relativna amplituda za blago (CN1-2, rdeča barva) in močneje (CN3-5, črna barva) razvito 
katarakto. Točke označujejo povprečne vrednosti, prečne črte pa SE. *p<0.05. 
 
Na splošno lahko opazimo, da signalne lastnosti Ca2+ glede na razdaljo sledijo zelo 
podobnemu trendu tako v LCs blago razvitih kot v LCs močneje razvitih katarakt. Iz 
podrobnejše analize lahko razberemo, da so časovni zamiki po mehanski stimulaciji, ki se 
odražajo s povprečnim odzivnim časom tres, bolj izraženi v LCs blago razvitih katarakt. Vse to 
kaže, da Ca2+ signal hitreje potuje v LCs močneje razvitih katarakt (Slika 22A). V povprečju 
so valovi Ca2+ za približno 30 % hitrejši v LCs močneje razvitih katarakt. Po drugi strani ni 
bilo zaznati značilnih razlik v aktivacijskem času Δtact v LECs ne glede na razdaljo od mesta 
stimulacije (Slika 22B). V obeh skupinah opazimo tendenco, da signali v bližini točke 
stimulacije trajajo dlje in da so signali v LECs močno razvitih katarakt v povprečju znatno 
daljši (Slika 22C). Nazadnje smo primerjali relativno amplitudo v odvisnosti od oddaljenosti 
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od mesta stimulacije (Slika 22D). Očitno je, da se amplituda signala zmanjšuje bolj kot se 
oddaljujemo od mesta lokalne stimulacije. Tu je pomembno izpostaviti, da so relativne 
amplitude skupine CN3-5 bistveno nižje od relativnih amplitud skupine CN1-3, v povprečju 
za celo več kot 50 %. 
Na koncu smo preverili, ali se lastnosti signalizacije Ca2+ odvisne od vrste katarakte. V ta 
namen smo prikazali značilne časovne parametre za različne oddaljenosti od mesta 
stimulacije, ločeno za različne tipe katarakte: C, N in C+N, kot je prikazano na Sliki 23. 
Opazimo, da je trend zelo podoben pri vseh štirih signalnih parametrih med različnimi vrstami 
katarakte, čeprav je med posameznimi LCs precej velika variabilnost. Pomembno je 
izpostaviti, da na nobeni razdalji od mesta stimulacije, med izmerjenimi signalnimi parametri, 
nismo zaznali značilnih razlik. Očitno je signalizacija po lokalni mehanski stimulaciji odvisna 
od stopnje in ne od vrste katarakte. 
 
 
Slika 23: Kvantifikacija signalizacije Ca2+ v LECs v LCs glede na vrsto katarakte, v odvisnosti od razdalje od 
točke lokalne mehanske stimulacije 
Prikazani so: A) povprečni odzivni časi tres, B) povprečni aktivacijski časi Δtact, C) povprečno trajanje signala 
Δtdur, D) povprečna relativna amplituda za kortikalni (C, zelena barva), nuklearni (N, vijolična barva) in 
kortikalno-nuklearni (C&N, oranžna barva) tip katarakte. Točke označujejo povprečne vrednosti, prečne črte 
pa SE. *p<0.05. 
 
37 
Gojić D. Signalizacija kalcija v človeških lečnih epitelnih celicah po lokalnem mehanskem dražljaju. 
Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
 
4.2 LEČNE KULTURE 
Iz postoperativnih LCs smo vzgojili primarne lečne kulture. Gravitacijska sila viskoelastika, 
ki je sploščila LC na dno petrijevke, je omogočila njeno pritrditev. Migracija LECs s pritrjene 
LC v petrijevki in njihova nadaljnja rast ter širjenje predstavlja uspešno vzgojeno lečno 
kulturo. Rast posameznega ex vivo kultiviranega eksplanta LC smo redno spremljali. Dvakrat 
tedensko smo rast lečnih kultur slikali z invertnim mikroskopom in jim previdno stari medij 
zamenjali za svežega. Po 2–3 dneh od nasaditve smo lahko opazili uspešno pritrjeno LC in 
začetek migracije LECs. LECs so se s časom razrasle po površini LC in migrirale na stekleno 




Slika 24: Primer pritrjene LC v petrijevki s steklenim dnom z rastočimi LECs 
Slika prikazuje trinajst dni staro lečno kulturo slikano z invertnim mikroskopom pod belo svetlobo s 4-kratno 
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LECs so uspešno rastle in se širile po površini petrijevke ter pri tem med seboj oblikovale 
različne povezave. Opazimo, da so LECs zrasle v primarni lečni kulturi večje od LECs iz 
sveže izoliranega postoperativnega tkiva. Morfološko se lahko loči dve področji LECs, in 
sicer konfluetno in nekonfluetno. Nekonfluentne celice so precej večje od konfluetnih. Kot 
konfluentna področja smo označili tista, kjer se je sčasoma oblikovala strnjena rast LECs, za 
razliko od nekonfluetnih področij, kjer so LECs rastle nestrnjeno. Na spodnji Sliki 25 je videti 




Slika 25: Pritrjena LC (neizostren del slike, zgoraj levo) + konfluetno področje LECs pri LC in nekonfluetno 
področje usmerjeno proti periferiji 
V lečni kulturi stari petnajst dni in obarvani s furo-2 (10-kratna povečava): A) slikana z invertnim 
mikroskopom z belo svetlobo, kjer je na sredini vidna steklena mikropipeta, B) isto področje pod 360 nm 
ekscitacijskim filtrom. Merilec: 100 µm. 
 
 
Slika 26: Nekonfluetno področje LECs v lečni kulturi stari enaindvajset dni in obarvani s furo-2 (10-kratna 
povečava) 
A) slikano z invertnim mikroskopom z belo svetlobo, kjer je na sredini vidna steklena mikropipeta, B) isto 
področje pod 360 nm ekscitacijskim filtrom. Merilec: 100 µm. 
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Da bi bolje razumeli delovanje LECs, nas je nadalje zanimalo njihovo odzivanje v lečnih 
kulturah. V ta namen smo jih mehansko stimulirali po protokolu za mehansko stimulacijo, 
opisanem pod točko 3.2 Metode dela. Nato smo analizirali meritve, ki pokažejo spremembo 
[Ca2+]i, podobno kot pri postoperativnih LCs. Primer, ki pokaže spremembe [Ca
2+]i LECs, 
zraslih v lečni kulturi, je kot odgovor na lokalno mehansko stimulacijo prikazan na Sliki 27. 
Na prvi sliki je prikazano konfluetno področje LECs iz petnajst dni stare kulture, slikane s 40-
kratno povečavo pod ekscitacijskim filtrom 360 nm. Barvne pike predstavljajo središča 
izbranih LECs. Označenih je sedem celic, od tega pet odzivnih in dve neodzivni po mehanski 
stimulaciji, samo točko vboda pa označuje črni križec. 
 
 
Slika 27: Prostorsko-časovna shema Ca2+ odziva v konfluentnih LECs, zraslih v lečni kulturi stari petnajst 
dni po lokalni mehanski stimulaciji. 
Zgornja leva slika prikazuje izbrane LECs. Črni križec je mesto mehanske stimulacije. Časovne spremembe 
[Ca2+]i za izbranih sedem LECs so prikazane na zgornji desni sliki; barve na grafu ustrezajo izbranim LECs. 
Spodnje slike so predstavljene v razmerju 360/380 in prikazujejo dvig koncentracije Ca2+ v izbranih časih. 
Rdeča barva prikazuje najvišjo koncentracijo Ca2+, modra najnižjo, rumena in zelena pa vmesno vrednost. 
 
Za razliko od poskusov na postoperativnih LCs tu pride do odziva (samo) v osmih LECs v 
vidnem polju (Slika 28), medtem ko v ostalih, predvsem bolj oddaljenih, do odziva ne pride. 
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Opazimo, da dvig koncentracije Ca2+ v vseh izbranih LECs ni istočasen, ampak se pojavi z 
zamikom, kar kaže, da signal potuje in na tvorjenje medceličnih povezav med LECs. 
Tudi za lečno kulturo smo za boljšo predstavitev prostorsko-časovnega Ca2+ odziva sestavili 
kodirane časovne vrednosti za odzivni čas (Δtres), aktivacijski čas (Δtact) in relativno 
amplitudo. Čas trajanja signala (Δtdur) nismo mogli določiti, ker v nekaterih celicah v času 
meritve tekom poskusa Ca2+ ni padel pod polovično vrednost amplitude. 
 
 
Slika 28: Vizualizacija prostorsko-časovne aktivnosti v konfluetnih LECs zraslih v lečni kulturi stari petnajst 
dni, po lokalni mehanski stimulaciji 
Barve pike predstavljajo središče LECs in so barvno kodirane v skladu z: A) odzivnim časom Δtres, B) 
relativno amplitudo, C) aktivacijskim časom Δtact Ca2+ signala. Modra barva predstavlja najnižjo vrednost, 
rdeča barva pa najvišjo, kot prikazujejo skale na desni. 
 
Odzivni čas LECs iz lečne kulture je daljši od odzivnega časa LECs iz postoperativnih LCs. 
Lahko rečemo, da sta tako doseg signala kakor tudi hitrost širjenja v kulturah bistveno manjši 
kot v LECs iz postoperativnih LCs. Z oddaljenostjo od mesta vboda se dolžina signala daljša, 
amplituda pa se manjša. Tudi aktivacijski čas je daljši v primerjavi z LECs postoperativnih 
LCs. Najbrž je to posledica sekundarno tvorjenih stikov, ki še niso tako izpopolnjeni kot pri 
sveže izolirani LC. 
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Temeljni cilj magistrske naloge je bil proučiti širjenje valov Ca2+ in lokalne povezave med 
LECs po mehanski stimulaciji, da bi bolje razumeli pomen Ca2+ signalizacije in medcelične 
komunikacije v povezavi s sivo mreno in nastajanjem PCO ter regeneracijo leče. 
5.1 POSTOPERATIVNE LEČNE OVOJNICE 
Lečni epitel in LECs sta zalogi Ca2+ v leči, in kot taki izrednega pomena za ohranjanje 
transparentnosti in uravnavanje ostalih funkcionalnih lastnosti leče. Medcelično širjenje Ca2+ 
valov je ključno za vzdrževanje fiziološkega zdravja tkiva (Rhodes in Sanderson, 2009). 
Proučevanje širjenja Ca2+ valov z mehansko stimulacijo omogoča enostavno orodje za 
prostorsko-časovno opredelitev Ca2+ signalizacije (D'hondt in sod., 2013). V ta namen smo 
analizirali 30 posnetkov lokalne mehanske stimulacije na postoperativnih preparatih, 
predhodno obarvanih s celično prepustnim barvilom fura-2 AM, da smo lahko sledili 
spremembam [Ca2+]i. Uporaba postoperativnih LCs v primerjavi z drugimi načini proučevanja 
Ca2+ valov v LECs predstavlja veliko prednost. S previdno pripravo LCs za poskus se ohrani 
večina prvotnih povezav med LECs, ki naj bi se odzivale podobno kot v svojem normalnem 
okolju, tj. v človeškem telesu (Andjelic in sod., 2011b). Poskusi, izvedeni neposredno na 
humanem tkivu, so izrednega pomena za medicino, saj nobena živalska vrsta ne predstavlja 
popolnega modela za človeško lečo. Ena izmed razlik je v muskarinskih receptorjih, saj so 
ugotovili, da je v človeških LECs izražen podtip M1, medtem ko v podganjih in zajčjih LECs 
prevladuje podtip M3 (Rhodes in Sanderson, 2009; Collison in sod.; 2000; Rhodes in sod., 
2002).  
Sistematično smo analizirali značilnosti signalizacije Ca2+ po lokalni mehanski stimulaciji v 
postoperativnih LCs, kjer smo se osredotočili na stopnjo katarakte in njen vpliv na medcelično 
signalizacijo. V vseh LECs, ki so bile lokalno mehansko stimulirane, in njenih sosedah je bilo 
zaznati odziv v obliki Ca2+ vala, ki se je od točke stimulacije širil radialno navzven. Sledili 
smo spremembam [Ca2+]i v LECs ter določili različne parametre Ca
2+ signalov, da bi lažje 
proučili vpliv oddaljenosti od točke stimulacije na samo signalizacijo. Ugotovili smo, da se 
Ca2+ valovi hitreje širijo v LCs močneje razvite katarakte kot v LCs blago razvite katarakte. 
Obenem smo ugotovili, da relativne amplitude Ca2+ signala, padajo vedno bolj kot se 
oddaljujemo od mesta stimulacije, s tem da so relativne amplitude znatno nižje v LCs močneje 
razvite katarakte. Po drugi strani je v LCs blago razvitih katarakt zaznati krajše prehodno 
povišanje Ca2+.  
 
Rezultati med različnima stopnjama katarakte so si nekoliko nasprotujoči, saj se mehansko 
inducirani Ca2+ signal hitreje širi med LECs iz LCs močneje razvitih katarakt, medtem ko je 
znotrajcelična dinamika Ca2+ precej počasnejša. Menimo, da je to lahko posledica višjih 
bazalnih koncentracij Ca2+, ki so povezane z nastankom katarakte, zato je lažje doseči prag 
aktivacije LECs (Rhodes in Sanderson, 2009; Gupta in sod., 2004). 
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Lastnosti signalizacije Ca2+ smo preverili tudi v odvisnosti od vrste katarakte. Ugotovili nismo 
nobene bistvene razlike v signalizaciji med C – kortikalnim, N – nuklernim in C+N – 
kortikalno-nuklernim tipom katarakte, ko smo primerjali vse štiri signalne parametre Ca2+ (tres, 
Δtact, Δtdur in relativna amplituda). Do istega zaključka so prišli tudi Gosak in sod. (2015), ki 
so raziskovali lastnosti signalizacije Ca2+ v LECs po aplikaciji ACh. Že Gupta in sod. (2004) 
so ugotovili, da je celokupna koncentracija Ca2+ v LECs, ne glede na vrsto katarakte, nekajkrat 
višja v primerjavi s celokupno koncentracijo Ca2+ v LECs zdrave leče. To dejstvo nakazuje 
na porušeno ravnovesje [Ca2+]i, ki je lahko posledica nezmožnosti LECs odstranjevanja 
odvečnega Ca2+ iz citosola.  
Pri preprečevanju katarakte je ključno vzdrževanje normalnih koncentracij znotrajceličnega 
Ca2+, ki je regulirano s strani Ca2+-črpalk in Ca2+-kanalčkov. Ob mehanski stimulaciji pride 
do hitrega povišanja [Ca2+]i, za katerega so odgovorni številni mehanizmi, med drugim tudi 
receptorski Ca2+-kanalčki: IP3R in RYRs na zunanji membrani ER-a (Leybaert in Sanderson, 
2012). Pri prenašanju signala med LECs je zelo pomembno, da nenadna povišana 
koncentracija Ca2+ tudi hitro pade nazaj, ker bi dolgotrajne prevelike spremembe v [Ca2+]i bile 
toksične za celico. Ravnovesje Ca2+ v celici je ponovno vzpostavljeno z delovanjem NCX, 
PMCA in SERCA črpalk (Rhodes in Sanderson, 2009).  
 
Povečanje citosolnega Ca2+ ob lokalni mehanski stimulaciji so opazili že Churchill in sod. 
(1996), ko so preučevali Ca2+ signalizacijo v primarnih celičnih kulturah ovčjih lečnih 
epitelnih celic. Z mikropipeto so mehansko stimulirali eno celico, Ca2+ val pa se je prenesel 
na 2–8 okoliških celic. Tudi pri naših poskusih se je ob lokalni mehanski stimulaciji signal 
prenesel na ostale celice, in sicer na vse v izbranem vidnem polju. Prednost naše raziskave je 
delo s sveže izoliranimi človeškimi LECs, kjer so ohranjene prvotne povezave med njimi, v 
primerjavi s primarnimi celičnimi kulturami, kjer se povezave med LECs tvorijo naknadno. 
Obenem smo imeli možnost primerjati Ca2+ signalizacijo med različnimi tipi in stopnjami 
katarakte. Pomanjkljivost našega modela je ta, da LECs niso v stiku z lamelnimi celicami tako 
kot v človeških očeh. Namreč ti dve vrsti lečnih celic komunicirata preko presledkovnih 
stikov, zgrajenih iz koneksinov, kar lahko vpliva na medcelično signalizacijo LECs. Koneksin 
50 (Cx 50) je izražen tako v LECs kot v lamelnih celicah, medtem ko je koneksin 43 (Cx 43) 
izražen samo v LECs, koneksin 46 (Cx 46) pa samo v lamelnih celicah (Martinez in de Iong, 
2010). Pomembnost presledkovnih stikov za medcelično komunikacijo in ohranjanje 
transparentnosti leče so dokazali tudi DeRosa in sod. (2009) ter Mandal in sod. (2015). 
 
Mehanska stimulacije je široko uporabna metoda za proučevanje medcelične komunikacije, 
saj predstavlja enostavno orodje za lokalno sprožitev znotrajceličnega Ca2+ vala. Ca2+ je zelo 
pomemben sporočevalec tudi v drugih tkivih in mehansko inducirani Ca2+ valovi so bili 
proučevani v različnih celicah: nevronih (Charles in sod., 1996; Abu Khamidakh in sod., 
2013), retinalnih astrocitih in Müllerjevih celicah (Newman E.A., 2001; Leybaert in 
Sanderson, 2012), ovčjih lečnih epitelnih celicah (Churchill in sod., 1996), človeških 
retinalnih pigmentnih epitelnih celicah ARPE-19 (Abu Khamidakh in sod., 2013), govejih 
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endotelijskih celicah roženice (D'hondt in sod., 2013) idr. Večina prejšnjih raziskav z 
mehansko stimulacijo je bila izvedenih na primarnih celičnih kulturah ali celičnih linijah. 
Pomanjkljivost mehanske stimulacije je ta, da lahko preveč poškodujemo celično membrano 
in s tem omogočimo prevelik vdor Ca2+ v celico ter uhajanje ATP-ja in drugih sporočevalcev 
iz nje (Leybaert in Sanderson, 2012). Samo širjenje Ca2+ signala v celici je odvisno od več 
faktorjev, med drugim od števila in občutljivosti IP3R in RYRs kot tudi števila presledkovnih 
in tesnih stikov med celicami. 
5.2 LEČNE KULTURE 
Z nasaditvijo LCs v petrijevko, pridobljenih direktno po operaciji sive mrene, smo vzgojili 
primarne lečne kulture. Uporabili smo metodo z viskoelastikom, ki so jo razvili na Očesni 
kliniki v Ljubljani in se je izkazala za zelo učinkovito. Viskoelastik ne ovira prehajanja 
hranilnih snovi v LECs, saj se raztopi v fiziološki raztopini. Obenem viskoelastik zaradi svoje 
viskoznosti splošči LC in omogoči njeno pritrditev na dno petrijevke (Andjelic in sod., 
2014b). V nekaj dneh po nasaditvi ex vivo eksplanta smo opazili, da so se LECs začele širiti s 
pritrjene LC po površini petrijevke, kar kaže na njihovo sposobnost razmnoževanja in selitve. 
To značilnost zarodnih celic ali pluripotentnost LECs so Andjelic in sod. (2015b) potrdili z 
imunskim barvanjem za jedrski protein Ki-67 in transkripcijski faktor Sox2. Prvi je povezan 
z razmnoževanjem celic, drugi je ključnega pomena za pluripotentnost embrionalnih zarodnih 
celic, oba pa se izražata v sprednjih LECs zraslih v lečnih kulturi.  
 
S spremljanjem rasti LECs skozi daljše časovno obdobje z uporabo svetlobnega mikroskopa 
smo sledili tvorbi stikov med LECs, ki so oblikovale konfluetna in nekonfluetna področja. V 
prejšnji raziskavi so poleg svetlobnega uporabili še vrstični elektronski mikroskop (ang. 
SEM), ki so natančneje pokazali tvorbo stikov med LECs v lečni kulturi (Andjelic in sod., 
2015b). Mi smo funkcijo rastočih LECs preverili z meritvami spremembe [Ca2+]i, inducirane 
z lokalno mehansko stimulacijo. Dvig koncentracije Ca2+ ni bil istočasen v vseh LECs v 
vidnem polju, ampak pride do časovnega zaostanka, kar pomeni, da signal potuje. S prikazom 
odziva v LECs, zraslih v lečni kulturi, smo potrdili vzpostavitev funkcionalnih stikov med 
celicami. V prihodnje bo potrebna podrobnejša primerjava signalizacije med konfluetnim in 
nekonfluetnim področjem LECs, da bi dobili boljši vpogled v Ca2+ signalizacijo med tema 
dvema skupinama. 
 
Lečne kulture lahko služijo kot model za testiranje farmakoloških učinkovin kot tudi fizičnih 
učinkov za študije spodbujanje oz. zaviranje rasti LECs v primeru PCO oz. regeneracije leče. 
Recek in sod. (2016) so z uporabo lokalizirane mikroplazme pokazali, da v odvisnosti od 
odmerka pride do morfoloških sprememb celic in naposled do celične smrti v gojenih 
človeških LECs. Njihovi rezultati kažejo na to, da se lahko skozi mikropipeto inducira plazma, 
ki se uporabi za selektivno apoptozo LECs, ki po operaciji ostanejo znotraj kapsularne vrečke 
in se tako prepreči njihovo nadaljnjo selitev k zadnji LC in morebiten nastanek PCO.  
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Pluripotentne in proliferacijske lastnosti LECs ter njihovo gojenje v primarni lečni kulturi se 
lahko uporabijo tudi v študijah o celjenju ran. Navsezadnje se tudi PCO razvije kot posledica 
odgovora tkiva na poškodbo (Andjelic in sod., 2015b). Močna mehanska stimulacija, ki 
povzroči poškodbo celice, lahko služi za proučevanje znotrajceličnih Ca2+ valov pri procesu 
celjenja ran (Leybaert in Sanderson, 2012). Nekateri raziskovalci so nakazali uporabo Ca2+ 
signalizacije za preprečevanje PCO oz. visoke koncentracije Ca2+ v LECs, ki bi lahko 
inducirale apoptozo odvečnih celic, ki se ne morejo v celoti odstraniti pri operaciji sive mrene, 
ampak bo to področje treba še raziskati, predvsem pa potrditi tudi s kliničnimi študijami 
(Gupta in sod., 2004; Collison in sod., 2004). V povezavi s preprečevanjem PCO pa se vedno 
več raziskav osredotoča tudi na ugotavljanje načinov blokiranja TGFβ delovanja (Tanaka in 
sod., 2010; Zheng in sod., 2012, Chen in sod., 2014; Shu in sod., 2017), saj je to eden izmed 
glavnih sprožiteljev prehoda epitela v mezenhim. Prav prehod epitela v mezenhim pa privede 
do gubanja zadnje LC in poslabšanja vida.  
 
Lin in sod. (2016) so dokazali dobre regenerativne sposobnosti LECs v primeru, da se med 
operacijo sive mrene ohrani njihovo čim večje število. Poskusi so bili izvedeni na otroških 
lečah, naslednji izziv pa predstavljajo starejši pacienti, saj je s staranjem prebivalstva 
pojavnost katarakte vedno večja. V primerjavi z mlajšimi se starejše LECs počasneje odzivajo 
na faktorje rasti (McAvoy in sod., 2016). Medtem ko se staramo, se zmanjšuje signalizacija 
med celicami, kar omejuje odziv tkiva na poškodbe in s tem proces celjenja (Dawes in sod., 
2013). V povezavi z regeneracijo leče lahko naše LECs, vzgojene iz ex vivo eksplanta LC,  
služijo kot model človeškega tkiva za pospeševanja rasti LECs.  
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Glede na rezultate moje magistrske naloge, lahko povzamemo: 
 
- delovanje celic in njihove odgovore na različne dražljaje lahko proučujemo z analizo 
znotraj- in zunaj-celične Ca2+ signalizacije; 
 
- lokalna mehanska stimulacija sproži spremembo [Ca2+]i v LECs, ki ji lahko sledimo s 
pomočjo ekscitiranja fluorescentnega barvila fura-2; 
 
- Ca2+ signal se širi radialno navzven od mesta mehanske stimulacije, amplitude 
povečanja [Ca2+]i  pa se zmanjšujejo z večanjem razdalje od mesta stimulacije ne glede 
na vrsto ali stopnjo katarakte; 
 
- kataraktogeneza vključuje tudi spremembe tako v znotrajceličnem vidiku Ca2+ 
signalizacije kakor tudi na ravni medcelične komunikacije; 
 
- lečne kulture vzgojene iz ex vivo eksplantov postoperativnih LCs lahko služijo za 
testiranje različnih fizičnih in farmakoloških učinkovin za spodbujanje oz. zaviranje 
rasti LECs, v povezavi z regeneracijo leče ali preprečevanjem razvoja PCO. 
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Človeška leča je neožiljen in neoživčen organ, ki več desetletij samostojno vzdržuje 
transparentnost. To ji omogoča njena edinstvena celična sestava in fiziologija. Pod sprednjo 
LC se nahaja lečni epitel, ki je zgrajen iz LECs. LECs so primarno mesto aktivnega prenosa 
snovi, predvsem hranil in ionov, poleg tega pa so edina komponenta leče, ki vsebuje znotraj 
celične zaloge Ca2+. Ca2+ je univerzalni celični sporočevalec in kot tak odličen pokazatelj 
delovanja celic. Porušena signalizacija Ca2+ v LECs je eden izmed ključnih dejavnikov za 
razvoj sive mrene. Iz tega razloga smo proučili signalizacijo Ca2+ v človeških LECs po lokalni 
mehanski stimulaciji, da bi bolje razumeli naravo Ca2+ signalizacije in vlogo medcelične 
komunikacije povezane s sivo mreno in nastajanjem PCO ter regeneracijo leče. 
Uporabili smo postoperativne LCs, pridobljene neposredno po operaciji sive mrene. Izvajanje 
poskusov na svežem materialu ima veliko prednosti, med drugim LECs ostanejo pritrjene za 
bazalno lamino oz. LC kot v človeških očeh pa tudi celični stiki med njimi se ohranijo. Na 
sprednjih LECs smo izvedli lokalno mehansko stimulacijo s stekleno mikropipeto in sledili 
prostorsko-časovnim spremembam [Ca2+]i. Spremembam [Ca
2+]i v citosolu smo sledili z 
uporabo fluorescentnega barvila fura-2. Fura-2 je specifično barvilo za Ca2+, ki spreminja svoj 
spekter glede na količino prostega Ca2+, ki ga veže. Prav te lastnosti barvila so omogočile 
snemanje v razmerju 360/380, ki se ustrezno dviguje z dvigom [Ca2+]i. Vsi poskusi so bili 
posneti v temi zaradi občutljivosti barvila na svetlobo. 
Analizirali smo skupno 30 poskusov lokalne mehanske stimulacije, in sicer sedemnajst 
poskusov na LCs blago razvitih katarakt in trinajst poskusov na LCs močneje razvitih katarakt. 
Prikazali smo prostorsko-časovno shemo Ca2+ odziva v lečnem epitelu blago in močneje 
razvite kortikalne katarakte (C1 in C3) in v lečnem epitelu blago in močneje razvite nuklearne 
katarakte (N1 in N3). Opazili smo, da se Ca2+ signal širi radialno od točke stimulacije in da se 
amplituda povečanja [Ca2+]i zmanjšuje z večanjem razdalje od mesta stimulacije. Nadalje smo 
sistematično analizirali značilnosti Ca2+ signalov glede na stopnjo katarakte, neodvisno od 
vrste, v odvisnosti od razdalje od mesta mehanske stimulacije. Ugotovili smo, da se v lečnih 
ovojnicah močneje razvitih katarakt Ca2+ signal širi hitreje, s tem da so amplitude Ca2+ signala 
manjše, a njegovo trajanje daljše. Primerjali smo tudi signalizacijo Ca2+ med različnimi 
vrstami katarakte, pri čimer nismo ugotovili nobenih signifikantnih razlik. Lahko zaključimo, 
da je napredovanje sive mrene povezano s spremembami v Ca2+ signalizaciji med LECs, kar 
kaže na pomembnost uravnovešene medcelične komunikacije za ohranjanje fiziološkega 
zdravja tkiva. 
Za spremljanje funkcionalnih lastnosti LECs, ki so pomembne za PCO in regeneracijo leče, 
smo iz postoperativnih LCs vzgojili primarne lečne kulture. Hitro po pritrditvi LC v petrijevki 
smo lahko opazili rast in migracijske sposobnosti LECs. Z rednim menjavanjem medija in 
slikanjem širjenja celic smo sčasoma opazili področja konfluetnih in nekonfluetnih celic. V 
nadaljevanju smo preverili odzivanje LECs v zrasli lečni kulturi, kjer smo jih prav tako 
mehansko stimulirali s stekleno mikropipeto. Tako kot v postoperativnih preparatih tudi tu 
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pride do dviga [Ca2+]i, ki ni istočasen v vseh celicah, ampak potuje z zamikom. V primerjavi 
s postoperativnimi preparati je doseg Ca2+ signala v lečnih kulturah bistveno krajši in tudi 
sama hitrost širjenja je manjša, kar kaže na to, da celični stiki niso še v popolnosti 
vzpostavljeni. Z lokalno mehansko stimulacijo smo pokazali odzivanje LECs zraslih v 
primarni lečni kulturi, ki se v prihodnosti lahko uporabi za testiranje različnih fizičnih in 
farmakoloških učinkovin.  
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